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Introduccio.

A lo largo de los ultimos afios ha sido ampliamente discutido y aprobado que la
dieta Mediterrdnea confiere beneficios para la salud con respecto a determinados tipos
de canceres y enfermedades cardiovasculares (Sofi et al., 2008; Fargnoli et al., 2009).
Los beneficios de la dieta Mediterranea han sido atribuidos fundamentalmente al
importante aporte de fibra, vitaminas, acidos grasos polinsaturados w-3 procedentes
del pescado y los w-6 de cereales integrales, y a los acidos grasos monoinsaturados
del aceite de oliva (Ortega, 2006). Ademas, los compuestos de naturaleza antioxidante
u otros fitoquimicos, como los compuestos fenélicos del vino tinto, han sido
reconocidos como parte fundamental de esta reconocida dieta. Mas recientemente, la
atencion ha incluido los carotenoides y especialmente al licopeno, pigmento que le da

el caracteristico color rojo al tomate.

El tomate es originario de América del Sur, y fue introducido en Europa por los
espafioles en el siglo XVI. Durante las décadas siguientes, el cultivo de las diferentes
variedades de tomates se extendid por Espafia, Italia y Francia, siendo aceptado muy
pronto en la regién del Mediterrdneo como un fruto comestible, pero durante su viaje
hacia el norte y el este de Europa no gener6 la misma confianza y la mejor
clasificacion que obtuvo por mas de un siglo fue la de una planta ornamental. En estas
regiones fue conocido como "wolf peach" o melocotén de lobo, una traduccion
aproximada a partir del cual se origin6 su nombre botanico, Lycopersicon. Hoy en dia
su cultivo y consumo estan ampliamente distribuidos por el mundo, aunque es
especialmente relevante en la cocina mediterranea y mexicana. Se consumen en
fresco, pero también se procesa en una amplia gama de productos que incluyen la
salsa de tomate, sopa, puré, zumos, conservas en diversas formas junto con varios

otros vegetales, hierbas y especias.

El tomate y sus derivados como el zumo, presentan en su composiciéon una
amplia variedad de compuestos bioactivos antioxidantes (carotenoides, vitaminas,
compuestos fendlicos, etc), destacando el licopeno. Aunque los compuestos
antioxidantes se encuentran de forma natural en el tomate fresco, su contenido se ve

modificado por diferentes factores como son el tipo de cultivo y de variedad (Martinez-
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Valverde et al., 2002; Periago et al.,, 2009; Garcia-Valverde et al.,, 2011) las
condiciones agronémicas durante el cultivo (Tomas-Barberan y Espin, 2001; Dumas et
al., 2003), los tratamientos post-cosecha como la refrigeracion, el almacenamiento, la
exposicion a la luz UV-C (Bramley, 2000; Toor y Savage, 2006; Liu et al., 2009;
Slimestad y Verheul, 2009), y, por el efecto del procesado tecnoldgico y culinario
(Dewanto et al., 2002; Ahuja et al., 2006). Para que estos compuestos puedan tener
un efecto beneficioso para la salud humana, es necesario que los mismos se
encuentren en cantidades significativas y que sus contenidos se mantengan durante la
vida comercial, ademas de presentarse en formas quimicas que sean accesibles y
disponibles. De este modo se favorece su absorcién intestinal, siendo incorporados a
la circulacién sistémica e incrementando los niveles plasmaticos de antioxidantes, que
puedan actuar frente a los radicales libres responsables del estrés oxidativo, o bien
desarrollar efectos beneficiosos en el organismo sobre diferentes funciones

fisiolgicas.

Numerosos estudios cientificos han puesto de manifiesto que el licopeno del
tomate se absorbe mejor cuando se encuentra en productos procesados que en el
tomate fresco, ya que la homogenizacién y el tratamiento térmico conlleva a una
ruptura de la estructura celular quedando el licopeno mas disponible para su absorcién
(Gartner et al., 1997; Agarwal et al., 2001; Richelle et al., 2002). Ademas, la presencia
de aceite de forma conjunta en el alimento favorece la formacion de las micelas en el
intestino delgado, facilitando de este modo su absorcién (Ahuja et al., 2006). Hay que
prestar especial atencién a la formacién de isomeros del licopeno ya que estudios in
vivo han puesto de manifiesto que el consumo de productos procesados incrementa la
concentracion plasmética de isomeros cis (Hadley et al., 2003), que son mejor
absorbidos en el intestino y presentan una mayor actividad antioxidante (Béhm et al.,
2002).

Estudios de intervencion realizados previamente en nuestro grupo de
investigacion han puesto de manifiesto que el consumo de zumo de tomate de forma
regular reduce el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular (Jacob et al., 2008).
Los efectos beneficiosos del zumo de tomate sobre la salud estarian asociados al
efecto sinérgico que desarrollan los distintos antioxidantes presentes en el mismo. Sin
embargo, la presencia de licopeno juega un papel fundamental ya que este
carotenoide es el compuesto mayoritario y se han propuesto diferentes mecanismos
de accion mediante los cuales el licopeno puede disminuir el riesgo de enfermedad

cardiovascular al disminuir el contenido de colesterol plasmético, modificar la
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proporcion de las lipoproteinas de baja densidad o LDL y reducir la presencia de
determinados biomarcadores de riesgo cardiovascular, como son la proteina C
reactiva y los marcadores de funcion endotelial V-CAM y el I-CAM (Jacob et al., 2008;
Garcia-Alonso et al., 2012).

Por ello el estudio en profundidad de los pardmetros de calidad del zumo de
tomate, tanto desde el punto de vista organoléptico como nutricional, ha despertado un
interés en las empresas que comercializan este tipo de producto u otros con
caracteristicas similares como el gazpacho, sopas frias de tomate, etc. La puesta en el
mercado de productos en los que se haya optimizado el contenido de estos
compuestos antioxidantes (especialmente el licopeno en la materia prima), durante la
fabricacion y el almacenamiento es de importancia para poner en el mercado nuevos
productos con un valor afiadido, gracias a sus propiedades funcionales y sus posibles
efectos beneficiosos para la salud. Ademas, también hay que sefalar que las
propiedades organolépticas de estos productos seran quienes jueguen un papel
central en la calidad del tomate porque seran estas las que determinen su aceptacion

general por parte del consumidor.






Objetivos

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido el estudio de la
optimizacion del contenido en licopeno y otros compuestos bioactivos en zumo de
tomate mediante tratamientos y procedimientos post-cosecha de producto fresco
(conservacion y radiacion ultravioleta), y control del almacenamiento, evaluando los

principales factores que afectan a la disponibilidad in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto del tratamiento post-cosecha con radiaciones UV-C en el
contenido de compuestos bioactivos (licopeno, [-caroteno y compuestos
fendlicos) en el tomate tras la aplicacion de dicho tratamiento, en diferentes

etapas de maduracion de los frutos.

Conocer la evoluciéon de los compuestos bioactivos antioxidantes del zumo de
tomate (carotenoides, compuestos fendlicos y vitamina C), con especial atencién a
los isdbmeros del licopeno, durante la vida comercial utilizando diferentes

condiciones de almacenamiento y envasado.

Determinar los compuestos aromaticos presentes en el zumo de tomate
refrigerado, analizando la evolucién durante el almacenamiento y la relacion

existente con la estabilidad del licopeno

Identificar los factores que afectan a la disponibilidad in vitro del licopeno del

tomate
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COMPOSICION QUIMICA DEL TOMATE

El tomate es uno de los cultivos hortofruticolas de mayor importancia
econdmica en el mundo. Su demanda esta en continuo aumento ya que el fruto del
tomate y sus productos derivados son considerados alimentos saludables (Davies y
Hobson, 1981) gracias a sus propiedades nutricionales y, en concreto, a su elevado

contenido en compuestos de actividad antioxidante.

Tabla 1. Contenido nutricional del tomate (Composicién quimica media/100g).

Agua 940 g' VitaminaB1 0.06 mg®
Calcio 140 mg® Vitamina B2 0.04 mg®
Hierro 05 mg® VitaminaE 070 mg’
Fosforo 23.0 mg"' VitaminaC 13.7 mg*
Potasio 204.0 mg' Vitamina A 136  pg’

Sodio 13.0 mg' Licopeno 10.63 mg’
Magnesio 20 mg2 Acidos fenélicos 536 mg*
Yodo 1.7 ug® Flavonoides 502 mg*
Zinc 0.24 mg® Fibra 1.04 ¢

Carbohidratos 4.3 g* Proteinas 09 ¢

Grasa 02 g*° Energia 17.0 Kcal®

! (Alonso y Souza-Egipsy, 1998).2 (Mapa, 2003).3 (Belitz y Grosch, 1998).
* (Frusciante et al., 2007)

Desde el punto de vista quimico, al igual que la mayoria de los vegetales, el

tomate es un alimento con un contenido mayoritario en agua (94%) y de escasa
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rigueza en macronutrientes (Alonso y Souza-Egipsy, 1998). Sin embargo, cada vez
suscita mayor interés por su contenido en micronutrientes, vitaminas y minerales
(Belitz y Grosch, 1998), licopeno y en compuestos fendlicos, ambos de gran
importancia nutricional por sus propiedades antioxidantes (Thompson et al., 2000;
Martinez-Valverde et al., 2002).

Entre los hidratos de carbono disponibles o asimilables (almidén y azucares
libres) destacan por encima del resto la glucosa y la fructosa (Fernandez-Ruiz, 2003).
La fibra del tomate esta compuesta principalmente por hidratos de carbono, con unos
valores de fibra dietética que ascienden hasta el 80% del total de fibra, siendo la parte
insoluble (celulosa, hemicelulosa y lignina) el componente principal, relevando a la
fibra soluble (pectinas) a un segundo plano (Garcia Herrera et al., 2010; Navarro-
Gonzéalez et al., 2011).

El contenido en grasa es muy bajo (0.2%), estando constituido principalmente
por triacilgliceroles, glico- y fosfolipidos (Belitz y Grosch, 1998). Aproximadamente la
mitad de este contenido esta constituido por grasas poliinsaturadas. Su bajo contenido
en grasa determina que sea un alimento poco energético, ya que 100 gramos de

tomate tan solo aportan entre 17 y 21 kcal.

De los elementos minerales el mas destacado es el potasio, el cual se
encuentra en mayores concentraciones que el sodio (Hernandez y Sastre, 1999),
hecho que ha sido identificado como un factor beneficioso para la salud cardiovascular
(Wilcox et al., 2003)

En los tomates presentan actividad antioxidante las vitaminas C (acido
ascorbico) y E (a-tocoferol), los carotenoides, los flavonoides y otros compuestos
fendlicos, elementos traza como selenio o el zinc, algunos compuestos azufrados y
otras sustancias como el acido lipoico o el coenzima Q (Hedges y Lister, 2005). Estos
antioxidantes son capaces de desactivar los radicales libres que pueden estar
presentes en el organismo a través de la dieta, la polucion, el tabaquismo, exposicién
a la radiacion ultravioleta o simplemente como parte de los procesos normales del
organismo (Hedges vy Lister, 2005). En la Tabla 2 se muestra el contenido de algunos

de estos antioxidantes.

El contenido de estos antioxidantes en el tomate puede variar de acuerdo a
distintos factores como la variedad (Martinez-Valverde et al., 2002; Garcia-Valverde et
al., 2011), las condiciones de cultivo (Zushi y Matsuzoe, 1998; Fanasca et al., 2006), el

estado de maduracién (Periago et al., 2009; Garcia-Valverde et al., 2011), procesado
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tecnoldgico (Gahler, et al., 2003; Pérez-Conesa et al., 2009; Jacob et al., 2010) y las
condiciones de almacenamiento (Toor y Savage, 2006). La influencia de estos factores

seran ampliamente descritos mas adelante.

Tabla 2. Contenido de los principales antioxidantes en tomates (Hedges y Lister, 2005).

Concentracioén

Componentes
(mg/100 g de peso fresco)

Acido ascérbico 15-48
Carotenoides 4-24

B-caroteno 0.4-1

Licopeno 3-18

Fitoeno 1-3

Fitoflueno ~1
Acidos fendlicos 16-29

Cafeico 0.2-10

Clorogénico 1.3-3.8

Coumaérico 0.1-1.6

Ferulico 0.1-0.7
Flavonoides

Naringenina 0.4-4.2

Glicésidos de Quercetin_a 0.3-43

(Fundamentalmente Rutina)

Glicosidos de Kaempferol 0.02-0.10
Vitamina E 0.04-1.2

En cuanto a la distribucibn de los compuestos bioactivos en el fruto es
importante saber que en la epidermis se encuentra el mayor porcentaje de estos
compuestos. Toor y Savage (2005) concluyeron que el 52% del total de los
antioxidantes (48% licopeno, 43% de acido ascorbico, compuestos fendlicos 53%) de
la fruta se encontraban en la epidermis del tomate, superando en porcentaje a la
fraccion contenida en pulpa y semillas. Estos datos suponen un factor muy importante

a tener en cuenta en el momento de su consumo.
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LICOPENO Y OTROS CAROTENOIDES DEL TOMATE

CAROTENOIDES

Los carotenoides son pigmentos naturales caracterizados por presentar
propiedades funcionales diversas e importantes para el buen funcionamiento del
organismo. Su estructura basica es un tetraterpeno simétrico y lineal, de 40 atomos de
carbono, formado a partir de 8 unidades de isopreno. Este esqueleto puede
modificarse dando como resultado una gran diversidad de estructuras, agrupadas en
dos categorias: los carotenos (estrictamente hidrocarburos) y las xantofilas, derivadas
de los anteriores por incorporacién de funciones oxigenadas (Yahia y Ornelas-Paz,
2009).

Los carotenoides son sintetizados en una amplia variedad de organismos
fotosintéticos, como las plantas y las algas, y no fotosintéticos como algunos hongos y
bacterias (Stange y Flores, 2012), siendo responsables del color amarillo, naranja y
rojo de la mayoria de frutos. Los animales, no son capaces de sintetizarlos y los
incorporan a través de la dieta.

La principal funcién biolégica de los carotenoides es la de servir como
pigmentos accesorios en la captacion de la luz durante el proceso fotosintético, y como
sustancias fotoprotectoras (Vershinin, 1999), inhibiendo la propagacion de especies
reactivas de oxigeno y otros radicales libres, impidiendo de esta forma la accién nociva

de éstos a nivel celular.

Los principales carotenoides presentes en los tomates se muestran en las
Tablas 2 y 3, y las estructuras de algunos de estos compuestos se muestran en la
Figura 1. El licopeno es el carotenoide predominante en tomates (Hadley, 2003),
pigmento que aporta el color rojo caracteristico de estos frutos. Aunque este pigmento
es considerado el carotenoide mas importante en tomates, por actividad y
concentracion, la presencia de una amplia gama de otros carotenoides no puede
pasarse por alto. Destacan el B-caroteno, a-caroteno y y-caroteno como precursores
de la vitamina A, el fitoeno y fitoflueno, precursores incoloros del licopeno, y la luteina,
una xantofila de coloracion amarilla. Ademas de los ya citados, violaxantina,
neoxantina, zeaxantina, a-criptoxantina, B-criptoxantina, {-caroteno, neurosporeno,
ciclolicopeno y el 5,3-caroteno,6-epoxido son otros carotenoides comunmente
encontrados en tomate y sus derivados (Fraser et al., 1994; Paetau et al., 1998;
Khachik et al., 2002; Burns et al., 2003).
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Tabla 3. Contenido en los principales carotenoides (mg/100 gr de peso fresco) de tomates y
productos derivados (Beecher, 1998; Tonucci et al., 1995; Dumas et al., (2003). t trazas

Carotenoides Tomate fresco Tomate en conserva Salsa de tomate

Fitoeno 1.8 1.9 3
Fitoflueno 1.1 0.8 1.3
z-Caroteno 0.1 0.2 0.8

Neurosporeno t 1.1 7

Licopeno 4.1 9.3 18
y -Caroteno t 1.5 3.2
B -Caroteno 0.8 0.2 0.5

La funcion bioldgica de licopeno esta determinada por su estructura quimica. El
licopeno es un carotenoide aciclico insaturado que contiene 11 dobles enlaces
conjugados en la parte central de la molécula y 2 dobles enlaces no conjugados en
cada extremo (Figura 1). Debido a la presencia de estos dobles enlaces conjugados,
el licopeno muestra una importante actividad antioxidante, y es considerado como el
carotenoide mas eficiente en la neutralizacién de oxigeno singlete (Cantrell et al.,
2003), actividad dos veces superior a la de B-caroteno y 10 veces superior a la del a-
tocoferol (Di Mascio et al., 1989). Dado que el licopeno no contiene estructura de anillo
B-ionona en el extremo de la molécula, no se puede convertir en vitamina A (retinol) a
diferencia de otros carotenoides con actividad provitamina A como el B-caroteno y la 3-

criptoxantina

El licopeno presente en los tomates crudos esta generalmente en la forma all-
trans, termodindmicamente mas estable, que constituye entre el 79-92% del licopeno
total en tomates crudos maduros (Richelle et al., 2002; Garcia-Valverde et al., 2011).
Sin embargo, la luz, el calor o las reacciones quimicas pueden provocar cambios
conformacionales dando lugar a los distintos isémeros cis (Figura 2). Este cambio en
la geometria de la molécula es significativo porque parece aumentar la

biodisponibilidad del licopeno en humanos (Burri et al., 2009; Kong et al., 2010).
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Licopeno

B- Caroteno

~OH

HO

Luteina

Fitoeno

Fitoflueno

Figura 1. Estructura quimica del licopeno y otros carotenoides importantes presentes en el
tomate.
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Figura 2. Estructura quimica de los isémeros cis del licopeno.

El licopeno es una molécula de caracteristicas lipofilicas que se acumula en
forma de estructuras semicristalinas unidas a la membrana de los cromoplastos o
cloroplastos (Southon y Faulks, 2001). Su localizacién en el fruto se da de forma
predominante en la piel (Al-Wandawi et al., 1985; Sharma y Le Maguer, 1996; George
et al., 2004; Moco et al., 2007).

Otro de los carotenoides importantes en el tomate, por su contenido y su
actividad, es el B-caroteno (Figura 1). Este carotenoide es una molécula con
propiedades antioxidantes (Wardlaw y Kessel, 2002; Yeum y Russell, 2002) v,
particularmente importante desde el punto de vista nutricional, ya que el organismo
facilmente lo transforma en retinol, por lo que presenta actividad provitamina A
(Biesalski et al., 2007). Es sintetizado en la planta a partir del licopeno y su
concentracion depende, al igual que otros carotenoides, de las condiciones de cultivo,
estado de madurez, tratamientos post-cosecha, almacenamiento, etc. (Maiani et al.,
20009).

11
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FACTORES QUE AFECTAN AL CONTENIDO EN LICOPENO Y OTROS
CAROTENOIDES.

Genotipo, cultivo y condiciones de crecimiento

La concentracion de compuestos bioactivos del tomate puede variar segun el
genotipo, el tipo de cultivo y las condiciones de cultivo. Con el fin de maximizar el
contenido de licopeno y otros carotenoides en el tomate, humerosas investigaciones
se han llevado a cabo con el objetivo de evaluar estos factores (Abushita et al., 2000;
Dumas et al.,, 2003; Martinez-Valverde et al., 2002; Periago et al., 2009; Garcia-
Valverde et al., 2011). A la hora de potenciar estos compuestos bioactivos es
importante tener en cuenta aspectos como la seleccion de variedades para maximizar
el contenido de -carotenoides y minimizar la variacion del genotipo. Segun
estimaciones de la FAO, unas 50000 variedades de interés para el sector agrario se
pierden cada afio en el mundo. La «mejora tecnolégica» provocé la desaparicion de
gran parte de la diversidad genética de los cultivos mas importantes (Rosell6 et al.,
1998: Egea, 2010). Como consecuencia de lo que se conocié como la “Revolucion
verde”, en el caso particular de los tomates son muchas las variedades que se han
dejado de utilizar en pro de aquellas que presentan mejor adaptabilidad, resistencia a
patdégenos, mayor tiempo de vida media o incluso, mayor productividad, prestando
poca atencion a las caracteristicas cualitativas tales como sabor, la nutricién y la salud
humana (Giovannoni, 2006; Dorais et al., 2008). Sin embargo, en los Ultimos afios ha
existido un interés creciente en el contenido de compuestos bioactivos en los
alimentos de origen vegetal en general y del tomate en particular. Por ello un mayor
contenido en estos compuestos ha supuesto un nuevo factor de seleccién de
variedades e hibridos. Como consecuencia, se han desarrollado un amplio nimero de
nuevos cultivos de tomate con mayor contenido en licopeno. En la actualidad ya
existen diversos estudios que revisan las caracteristicas agronémicas y el contenido

en licopeno de estos nuevos cultivos (Armendariz et al., 2006; Cantore et al., 2008).

Otro estudio reciente ha evaluado 49 tipos distintos de tomate y especies
relacionadas, determinando el contenido en carotenoides (licopeno y [-caroteno) y
vitamina C, con el objetivo de establecer qué variedades pueden ser utilizadas para
futuros planes de mejora del contenido en compuestos bioactivos en tomate (Adalid et
al., 2010). Esto supone la confirmacién de un cambio de direccién hacia una mayor

preocupacion por la salud y por aquellos componentes vegetales que la favorecen.
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Autores como Abushita et al. (2000), Toor y Savage (2005) y Garcia-Valverde
et al. (2011), establecieron el contenido de carotenoides en variedades distintas de
tomates, tanto para su consumo en fresco como para industria poniendo de manifiesto
que el genotipo después del estado de madurez, una variable que afecta de manera

importante al contendido en este tipo de compuestos (Tabla 4).

Tabla 4. Contenido de los principales carotenoides en distintos genotipos de tomate.

Contenido carotenoides (mg/100g Peso

fresco)
Estudios Variedad de tomate Licopeno (trans) B-Caroteno
Delfine 6.51 0.43
Marlyn 5.53 0.33
Tiffany 6.23 0.34
Alambra 5.40 0.33
Regulus 6.60 0.55
Petula 6.68 0.47
Diamina 6.48 0.41
Brillante 8.47 0.38
Casper 6.61 0.25
Abushita Gobe 5.92 0.40
etal. 2000  |spana 6.22 0.31
Soprano 8.65 0.32
Tenger 7.66 0.23
Zaphyre 6.95 0.38
Draco 6.87 0.29
Jovanna 11.61 0.34
K-541 9.95 0.28
Nivo 8.46 0.26
Simeone 9.88 0.30
Sixtina 10.51 0.32
Ronaldo 7.47 0.28
VGa?\:g'rze Pera 12.90 0.37
et al. 2011 Zoco 11.19 0.54
Cherry Pera 10.28 0.53

Existen otros factores que afectan de manera determinante al contenido de

licopeno y otros carotenoides. Entre ellos, la exposicion directa de la luz solar es capaz
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de disminuir la sintesis de licopeno (Dumas et al., 2003; Brandt et al., 2006), al igual
gue las temperaturas por debajo de 12°C y por encima de 32°C (Leoni, 1992; Dorais et
al., 2008). Otro factor agronémico que puede influir en la concentracion final de
licopeno es la disponibilidad de agua, siendo la escasez de esta la que podria producir
un aumento en el contenido de este carotenoide (Dumas et al., 2003; Mahajan y Singh
2006; Favati et al., 2009). Finalmente, la disponibilidad de nutrientes en el sustrato
también parece poder regular el contenido en carotenoides como el licopeno. La
presencia de K y P parecen estar involucrados en un aumento del contenido de
licopeno, mientras que el N, por el contrario, parece influir de manera negativa en la
concentracion del mismo, hecho relacionado con el aumento del follaje por un
incremento de la disponibilidad de N, que permite una menor incidencia de la luz sobre
el fruto (Dorais et al., 2008).

Desde este punto de vista, mas estudios son necesarios para establecer las
condiciones agronémicas Optimas que favorezcan el aumento de carotenoides con un
efecto beneficioso para la salud. Seria de gran interés obtener mas datos que ayuden
a entender mas claramente como determinados factores agronémicos y técnicas de
cultivo pueden afectar a la concentracibn de estos compuestos bioactivos. En la
actualidad Unicamente parecen estar claros los efectos de la luz y la temperatura, los
cuales, junto con los antecedentes genéticos, son los principales determinantes
responsables de la acumulaciébn de estos compuestos durante el periodo de
fructificacién (Dumas et al., 2003).

Grado de maduracién

La maduracion de frutos de tomate implica cambios morfoldgicos, fisiolgicos,
bioguimicos y moleculares, incluyendo la degradacion de la clorofila (pérdida del color
verde) y la sintesis y el almacenamiento de carotenoides (aparicion del color rojo),
particularmente licopeno, durante la transicibn de cloroplastos a cromoplastos
fotosintéticamente inactivos (Brandt et al., 2006). Dicha transformacién se caracteriza
por una rapida degradacion del aparato fotosintético y la sintesis y acumulacién
masiva de carotenoides, la cual continda incluso después de la cosecha mientras el
fruto permanezca intacto. Asi pues, existe una diferencia en el contenido de licopeno
segun el estado de madurez del fruto. Garcia-Valverde et al. (2011) evidenciaron el
efecto del grado de maduracion en la concentracion de los principales carotenoides, tal

y como se muestra en la Tabla 5. Este efecto de la maduracion en la carotenogénesis
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fue previamente descrito en otros estudios como el de Meredith y Purcell (1966),
Cabibel y Ferry (1980), Brandt et al. (2006) o Periago et al. (2009).

Tabla 5. Contenido en licopeno y B-caroteno (expresado como mg/Kg de peso fresco) de 4
variedades de tomate durante las distintas fases de maduracion. (Garcia-Valverde et al., 2011).

Muestra Estado de maduracion

Verde
Cambiante
Ronaldo

Rosa

Rojo

Verde

Cambiante
Pera

Rosa

Rojo

Verde

Cambiante
Z0oco

Rosa

Rojo

Verde

Cambiante

Cherry Pera
Rosa

Rojo

Almacenamiento y tratamientos post-cosecha

Licopeno [-Caroteno

0.94
9.24
14.75
74.73
0.39
18.08
35.84
128.69
0.61
9.12
15.17
111.93
0.58
6.47
27.76
102.84

0.76
2.47
1.90
2.76
0.87
2.34
2.39
3.65
141
4.24
3.21
5.36
161
4.21
5.44
5.26

El tomate se define como un fruto climatérico, ya que muestran un incremento

mas o menos marcado en la tasa respiratoria y en la sintesis de etileno, proceso que

tiene lugar aunque la fruta sea separada de la planta inmediatamente antes de

madurar. Por lo tanto, el metabolismo de los tomates continGa activo y de forma

independiente una vez recolectado, hasta finalmente deteriorarse y perder todo su

valor (Yanuriati et al., 1999). Desde este punto de vista, las condiciones de

almacenamiento también son un factor a tener en cuenta en la modulacién de la

sintesis de compuestos activos del tomate.
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Para extender la vida media de frutas y vegetales, su metabolismo respiratorio
es enlentecido mediante el uso de bajas temperaturas de almacenamiento y
atmosferas modificadas con altas concentraciones de dioxido de carbono (Kalt et al.,
1999). El almacenamiento a temperaturas por debajo de los 7°C inhibe la acumulacion
de licopeno durante el proceso de maduracion de los tomates, mientras que puede
aumentar hasta 3 veces su concentracion almacenandolos en un rango de
temperaturas de entre 15-25°C (Toor y Savage 2006). Por el contrario, un
almacenamiento por encima de los 30°C disminuye su concentracién y eleva la de -
caroteno (Pék et al., 2010). Si la maduracion sucede a temperaturas inferiores a 12°C,
subdptimas para la sintesis de licopeno, en los cromoplastos se acumula (-caroteno,
cuya sintesis progresa a esas temperaturas, dando lugar a frutos anaranjados o
amarillentos (Shewfelt et al., 1988; Lopez-Camelo et al., 2003).

El desarrollo del color del tomate también esta influenciado por la composicién
de la atmésfera de conservacién. Se ha demostrado que los cambios aplicados en las
concentraciones de O, tienen un efecto mayor que las de CO,, aunque con 3-5 kPa
CO, se retrasa la maduracion del tomate, en parte por inhibicion de la biosintesis de
etileno (Yang y Chinnan, 1987). Kader, (2000) y Ben-Yehoshua, (2003), han expuesto
gue el uso de entre 40 y 50 kPa de O, acelera la maduracién del tomate, y que entre
60 y 100 kPa de O, se produce la estimulacién de la biosintesis de licopeno en las
variedades con genes mutantes de la maduracion (“rin” o “inhibidor de la maduracién”

y “nor” o “sin maduracion”).

La luz también juega un papel primordial en la sintesis de licopeno. Estudios
como el de Soto-Zamora et al. (2005) evidenciaron el efecto positivo de las
condiciones de escasa iluminacién en el aumento de este carotenoide, cuya sintesis
esta altamente relacionada con la temperatura que alcanza la superficie del tomate al
incidir la luz sobre él. Sin embargo, también existen estudios que evidencian el papel
positivo de la luz solar y de ciertas longitudes de onda. La luz ultravioleta C (283—200
nm) y la roja (610-750 nm) pueden actuar como reguladores de la sintesis y
acumulacién de carotenoides, especialmente del licopeno durante el almacenamiento
(Liu et al., 2009; Maharaj et al., 2010). La luz ultravioleta B (320—-280 nm) parece tener
un efecto positivo sobre el contenido del principal carotenoide en tomate cuando se
aplica en una intensidad de 80 kJ/m? pero también tiene asociados efectos no tan

deseables como la perdida de textura, color y capacidad antioxidante (Liu et al., 2011).

16



Revision bibliografica

Efecto del cocinado/procesado vy su posterior almacenamiento

Todo producto derivado del tomate conlleva un procesado y en la mayoria de
los casos tiene asociado un tratamiento térmico necesario para la esterilizacion o
pasteurizacion del producto. Generalmente, este proceso puede significar una pérdida
de carotenoides, dado que estos son sensibles a la temperatura (Shi y Le Maguer,
2000), si bien esta pérdida suele estar enmascarada por la evaporacion de agua y
consecuente concentracion de los mismos. Por lo tanto, los tomates procesados aun
pueden contener elevadas cantidades de carotenoides, lo cual representa una de las

razones para recomendar la ingesta de estos productos.

En este sentido, el tratamiento térmico de alimentos es uno de los factores que
pueden afectar la biodisponibilidad del licopeno y por lo tanto favorecer su absorcién.
Este hecho esta basado en parte en el proceso de isomerizacion que sufre el licopeno
cuando es sometido a un tratamiento térmico, produciéndose la transicion de las
formas all-trans a los isébmeros cis. Estos isOmeros presentan una mayor
biodisponibilidad (Boileau et al., 2002; Unlu et al., 2007), ademas de mostrar una
mayor capacidad antioxidante (Béhm et al., 2002). Ademas del calor, la luz, los acidos
organicos y otros factores han sido descritos como causantes de isomerizacion
(Schierle et al., 1997; Nguyen y Schwartz, 1998; Shi et al., 1999).

La ingesta de licopeno junto con aceite es otro de los factores que pueden
influir en su biodisponibilidad (Ahuja et al., 2006). Un estudio en humanos muestra que
la presencia de aceite en ensaladas aumento el contenido de licopeno en el plasma en
comparacion a la ensalada sin aceite (Brown et al., 2004). En este sentido, Fielding et
al. (2005) observaron que tras el consumo de tomates cocinados con aceite de oliva
se incrementa considerablemente la concentracion de licopeno en el plasma humano
en comparacién con los tomates cocinados sin aceite de oliva, debido probablemente
a que la grasa es necesaria tanto para la liberacién del licopeno de la matriz
alimentaria como para su incorporacién en las micelas que se forman en el intestino
delgado. La grasa a su vez estimularia la secrecién de acidos biliares lo que

favoreceria la formacion de estas micelas (During y Harrison, 2004; 2005b).

Desde otro punto de vista del procesado y generalmente como paso previo en
la produccion de productos procesados de tomate, la homogeneizacién mecanica del
tomate también supone una mejora en la extraccion de carotenoides. Este proceso
provoca la rotura de las membranas celulares, favoreciendo la liberacion de los

carotenoides como el licopeno. Por lo tanto, la integridad de la matriz celular de
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tomates determina la biodisponibilidad de los carotenoides y su rotura mediante
homogeneizacion mecanica permite su liberacion de la matriz alimentaria (van het Hof
et al., 2000). A pesar de ello, estudios méas recientes como el de Pérez-Conesa et al.,
(2009) no encontraron en la homogeneizacion (y posterior pasteurizacion) un
tratamiento positivo para la liberacion de los carotenoides

En la actualidad también estan siendo estudiadas otros tipos de tecnologias en
el procesamiento de tomate como es el caso de la aplicacion de campos eléctricos
pulsados. Esta tecnologia se presenta como una alternativa a los tratamientos
térmicos convencionales en la preservacion de los alimentos. En lo que respecta a
compuestos como el licopeno, la aplicacion de campos eléctricos pulsados de
intensidad moderada, puede favorecer un incremento de hasta el 20% de este
carotenoide en los productos de tomate resultantes. La consecuencia de este
incremento podria deberse a una respuesta frente al estrés provocado por la
aplicacion de esta tecnologia, aunque también por un incremento de la permeabilidad
celular de membrana que favoreceria una extraccion mas eficiente de los compuestos

bioactivos como el licopeno (Vallverdu-Queralt et al., 2012).

BIODISPONIBILIDAD DEL LICOPENO Y OTROS CAROTENOIDES

La biodisponibilidad es definida como la parte del nutriente que el cuerpo
digiere, absorbe y utiliza en sus funciones fisiolégicas. Esta biodisponibilidad puede
variar entre el 0% y el 100%, y en el caso de carotenoides es altamente variable a la
vez que esta influenciada por las especies y estructuras de los carotenoides presentes
en el alimento, por la composiciéon y liberacién de la matriz del alimento, cantidad
consumida y absorcidbn en el tracto intestinal, transporte junto con la fraccion
lipoproteica, conversiones bioquimicas y su deposicién en tejidos especificos, al igual

que por el estado nutricional de cada individuo (Kopsell y Kopsell 2012).

El cuerpo humano es incapaz de sintetizar carotenoides por lo que debe
obtenerlos a partir de la alimentacion. En general, el tomate y sus productos derivados
suponen al menos el 85% del licopeno ingerido a través de la dieta (Rao y Agarwal
2000). El resto, un 15%, suelen obtenerse de otras frutas con menor contenido en este

carotenoide como la sandia o el pomelo.

Por su carécter liposoluble la absorcion del licopeno estard muy relacionada

con la absorcién de grasas, por lo que cualquier factor que disminuya la secrecion de
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los acidos biliares disminuye la absorcion de licopeno. En el estbmago y duodeno, el
licopeno se separa de la matriz del alimento y se incorpora a la fase lipidica (Krinsky y
Johnson, 2005), previa actuacion en el proceso de las sales biliares y la lipasa
pancredtica. Este proceso favorece la formacion de vesiculas lipidicas que se
absorben en el intestino delgado mediante difusién pasiva (Krinsky y Johnson, 2005),
aunque, como se ha visto en algunos estudio in vitro, en la absorcion intestinal del
licopeno pueden estar implicados transportadores especificos de membrana (During y
Harrison, 2004; 2005a), lo que implicaria un transporte activo. Transportadores como
el CD36, SB-RI o NPC1L1 podrian estar implicados en el transporte activo de
carotenoides hacia el interior de las células epiteliales intestinales (van Bennekum et
al., 2005).

Existen varios factores no fisiolégicos que pueden afectar a la absorcion de
licopeno. Debido a su caracter lipofilico es mejor absorbido en presencia de grasas
(Ahuja et al., 2006; Fernandez-Garcia et al., 2012) aunque un alto contenido en fibra
es capaz de reducir la absorcién del licopeno disminuyendo sus niveles hasta un 40%
en plasma (Gofii et al., 2006; Fernandez-Garcia et al., 2012). El cocinado también es
un factor relevante en la biodisponibilidad del licopeno ya que este aumenta su
bioaccesibilidad (liberacion de la matriz alimentaria) ademas de favorecer procesos de
isomerizacioén del licopeno que dan lugar a las formas cis del licopeno (Figura 2). Esta
configuracion de la molécula favorece su biodisponibilidad (Failla et al., 2008). Se ha
hipotetizado que este fendbmeno es debido probablemente a que la configuracion cis
disminuye el espacio ocupado por la molécula en comparacién con el isémero lineal
all-trans. Este hecho evitaria la agregacion y formacion de cristales en las gotas
lipidicas, facilitando asi su incorporacién a las micelas (Britton, 1995; Boileau et al.,
2002). También es posible que la configuracién cis licopeno pueda unirse de forma
mas favorable a los transportadores de membrana responsables de la absorcién de los
carotenoides en el borde en cepillo de las células epiteliales intestinales (During et al.,
2005b; Reboul et al., 2005).

Tras ser ingerido e incorporado a las micelas, el licopeno aparece en el plasma,
inicialmente el los quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), y
posteriormente en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta

densidad (HDL), aunque los mayores niveles aparecen en las LDL (Clinton, 1998).

El licopeno absorbido se distribuye por todo el cuerpo a través el sistema
circulatorio. Ademas, este compuesto es el carotenoide mas abundante en el plasma

humano con una vida media de aproximadamente 2-3 dias (Stahl y Sies, 1996).
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Aunque en las plantas los isbmeros mas abundantes de licopeno son los all-trans
(Richelle et al., 2010), en el plasma humano existe una concentracion considerable de
isdbmeros cis alcanzando valores de entre el 50-60% de la concentracion total de
licopeno (Rao y Agarwal, 2000; Richelle et al., 2010), lo que podria implicar un proceso
de isomerizacion que tendria lugar probablemente en el interior de las células
intestinales (Richelle et al., 2010).

En cuanto a la distribucién del licopeno en el organismo, son muchos los
autores que han determinado la concentracion de este carotenoide en el cuerpo
humano. Goralczyk y Siler (2004) determinaron que la concentracion de licopeno en
los tejidos podia variar entre 2-21 nmol/g de tejido, encontrandose la mas alta en
testiculos humanos, seguidos de la glandula adrenal, higado, préstata, mama,
pancreas, piel, colon, ovario, pulmén, estbmago, rifidn, tejido adiposo y cuello uterino.
Erdman, (2005), encontr6 que las concentraciones mas altas de licopeno aparecian en
el higado, glandulas adrenales y los tejidos reproductivos como los testiculos (diez
veces mas alta que otros tejidos). Este carotenoide también puede encontrarse en

heces y orina. (Zaripheh et al., 2003)

En el organismo humano, tras un proceso oxidativo fisioldgico, los principales
metabolitos del licopeno encontrados en el suero son el 1,2-ep6xido de licopeno y el
5,6-epdxido de licopeno y en menor proporcion el 1,2;5,6-diepéxido de licopeno,
1,2;5",6"-diepdxido de licopeno, 5,6;5",6"-diepdxido de licopeno y 1,2;1°,2"-diepdxido
de licopeno (Fernandez-Ruiz et al.,, 2007). De forma alternativa, también se ha
hipotetizado que su origen en el suero humano se debe a su presencia, en cantidades
muy pequeiias, en los productos derivados del tomate sometidos a altas temperaturas
de procesado (Khachik et al., 2002).

PAPEL DEL LICOPENO Y OTROS CAROTENOIDES EN LA SALUD

El estrés oxidativo inducido por especies reactivas del oxigeno (ERO), se
asocia con la incidencia de enfermedades crénicas como el cancer, enfermedad
cardiaca coronaria o la osteoporosis (Rao y Agarwal, 1999). Las ERO se producen
enddégenamente como producto del proceso metabdlico normal, o de factores de la
vida diaria como la dieta, el humo del tabaco y el ejercicio. Los antioxidantes, en virtud
de su capacidad de interactuar con las ERO, pueden mitigar este dafio, por lo que

juegan un papel importante en la prevencion de las enfermedades cronicas.
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El licopeno, presente en frutas y verduras, y especialmente en el tomate y
productos derivados, es un potente antioxidante que puede neutralizar ERO, reducir el
estrés oxidativo y el peligro de oxidaciéon de los componentes celulares, incluyendo
lipidos, proteinas y ADN (Agarwal & Rao, 2000). La oxidacién de estos componentes
es un proceso implicado en el desarrollo de las enfermedades crénicas, tales como las
cardiovasculares, el cancer y la osteoporosis, por lo que el licopeno y su potente
actividad antioxidante pueden reducir el riesgo de padecerlas (Wertz et al., 2004).

Son numerosos los estudios donde se ha estudiado el papel de licopeno tanto
en la prevencién como en el desarrollo de enfermedades tales como distintos tipos de
cancer (Gann et al., 1999; Giovannucci et al., 2002; Jian et al., 2005), enfermedades
coronarias (Rao y Heber, 2001; Rao, 2002; Rao y Balachandran, 2003a),
enfermedades relacionadas con los huesos como la osteoporosis (Ishimi et al., 1999;
Kim et al., 2003; Rao et al., 2007), la hipertensién (Paran y Engelhard 2001, Moriel et
al., 2002; Paran 2006), la cirrosis (Paran y Engelhard, 2001; Rao et al., 2006 ),
infertilidad masculina (Gupta y Komar, 2002), enfermedad neurodegenerativas como el
Alzheimer (Rao y Balachandra, 2003b), la enfermedad de Parkinson (Schmidt et al.,
1997; Foy et al., 1999) o la esclerosis lateral amiotréfica (Longnecker et al., 2000) y la
diabetes (Upritchard et al.,, 2000). Ademas, han sido demostradas actividades
radioprotectoras del licopeno en ratones de laboratorio y se han demostrado bajos
niveles de licopeno sérico en mujeres y niflos con el virus de inmunodeficiencia
humana (Coodley et al., 1995; Periquet et al., 1995). Con referencia a otras
enfermedades, la comunidad cientifica trata en la actualidad de investigar mas a fondo
el papel que desempefia el licopeno en enfermedades de la piel, artritis reumatoide,

enfermedades periodontales y procesos inflamatorios (Waliszewski y Blasco, 2010).

El licopeno puede actuar mediante dos formas (Figura 3). Su accion mas
destacada la ejerce como un antioxidante, pudiendo inactivar radicales libres o
atenuando reacciones de oxidacion, particularmente la peroxidacion lipidica y el dafio
oxidativo del DNA, evitando asi el dafio en los tejidos y posibles procesos cancerosos.
El licopeno también puede actuar frente a otros procesos no oxidativos como
regulador de las uniones intercelulares GAP, regulacion de la expresion geénica,
modulacion de la funcibn hormonal e inmune, y con actividad antiproliferativa y
prodiferenciativa (Agarwal y Rao, 2000). Estos mecanismos pueden estar inter-
relacionados u operar simultaneamente para reducir el riesgo de varios tipos de

canceres (Agarwal y Rao, 2000).
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Figura 3. Los efectos biolégicos del licopeno en la prevencion de enfermedades crénicas (Rao
y Argawal 2000).

La mayoria de los estudios sobre carotenoides estan basados en el licopeno ya
que su poder antioxidante es mayor que el de otros carotenoides, como el 3-caroteno
(Di Mascio et al., 1989). Sin embargo, existen otros carotenoides, fundamentalmente
aquellos que presentan actividad provitamina A, que desempefian un papel importante

en la salud (Tabla 6).

Tabla 6. Funcion y efecto de los principales carotenoides del tomate con actividad provitamina
A (Tanaka et al., 2012).

Carotenoides Funcién Efecto

Provitamina
a- caroteno A;
Antioxidante

Inmuno-potenciador. Estimula la comunicacion celular.
Disminuye el riesgo de algunos tipos de cancer

Inmuno-potenciador. Disminuye el riesgo de algunos tipos de
cancer y enfermedades cardiovasculares. La suplementacién
con altas dosis puede incrementar el riesgo de cancer de
pulmén entre fumadores

Provitamina
B- caroteno A;
Antioxidante

Provitamina
B e

criptoxantina Antioxidante

Efectos antinflamatorios. Inhibe el riesgo de algunos tipos de
cancer y enfermedades cardiovasculares. Inmuno-potenciador

22



Revision bibliografica

B-caroteno, a-caroteno y B-criptoxantina, son algunos de los compuestos que
presentan actividad provitamina A, ya que en el cuerpo humano son capaces de ser
metabolizados y originar vitamina A, molécula esencial para la diferenciacion celular,
desarrollo embrionario y vision nocturna, a parte de tener un papel relevante en
procesos como la sintesis de glicoproteinas, carcinogénesis y la produccién de
hormonas del crecimiento (Underwood y Arthur, 1996; McCullough et al., 1999; Luo et
al., 2006; Marceau et al., 2007). La capacidad de los carotenos para actuar como
provitamina A depende de la conversién en retinol por los animales, asi como de la
presencia de [(-ionona. Los carotenos que contienen como minimo un anillo de B-
ionona pueden convertirse en retinol en los animales. De esta forma, el carotenoide
con mayor actividad de vitamina A gracias a su estructura quimica es el B-caroteno,
que contiene dos de estos anillos (Figura 1; Tabla 7) (Meléndez-Martinez et al.,
2004a).

Tabla 7. Carotenoides con actividad provitamina A. Los valores son relativos al B-caroteno
(Bauernfeind, 1972).

Carotenoides Porcentaje de actividad
B-caroteno (trans) 100
[-caroteno (cis) 38-53
a-Caroteno (trans) 53
a-Caroteno (cis) 13-16
B-Criptoxantina (trans) 57
B-Criptoxantina (cis) 27-42
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COMPUESTOS FENOLICOS DEL TOMATE

COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenélicos constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes estructuras
quimicas y actividad, englobando mas de 8000 compuestos distintos. Pueden
englobarse dentro de un importante grupo de fitoquimicos bioactivos no nutricionales,
donde también se incluyen a los terpenoides (carotenoides y fitoesteroles) y a los
compuestos azufrados (glucosinolatos y compuestos de alidceas). En las plantas
desempenfan funciones relacionadas con el crecimiento y reproduccion, y en procesos

defensivos frente a patdégenos, depredadores o radiacion ultravioleta.

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 (Toméas-Barberan y Espin, 2001). Se clasifican en diferentes grupos (Figura
4), aunque los mas comunes en los alimentos son generalmente los &cidos fendlicos,
flavonoides, lignanos, estilbenos, cumarinas y taninos (Harbourne, 1993). Los &cidos
fendlicos y los flavonoides son los grupos mas representativos presentes en el tomate.
En la Figura 5 se muestran las estructuras de los principales compuestos fendlicos en

tomates.

COMPUESTOS

FENOLICOS

\

. - . 's
Ac] c!os .A?'d?s Flavonoides Lignanos Estilbenos Otros
fendlicos cinamicos

L Dihidroflavonoles J

Antocianos

[FlavanonasJ ( Isoflavonas ’L Flavanoles j[ Chalconas ]

Flavonoles

Figura 4. Clasificacion de los compuestos fendlicos.
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Figura 5. Estructura quimica de los principales compuestos fendlicos en tomates.

Segun la literatura, el contenido en compuestos fendlicos totales de los tomates
puede oscilar en un intervalo comprendido entre 16 (Davies y Hobson, 1981) y 50
mg/100 g de peso fresco (Martinez-Valverde et al., 2002). En este intervalo se
encuentran los datos aportados por otros autores (Minoggio et al., 2003; Hernandez et
al., 2007; Garcia-Valverde et al., 2011). Martinez-Valverde et al., (2002) determinaron
el contenido de compuestos fendlicos individuales en tomates de distintas variedades,
destacando la presencia de los acidos coumarico (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), kaempferol
(hasta 0.21 mg/100g de peso fresco) y naringenina (hasta 1.26 mg/100 g de peso
fresco). Estudios mas recientes, como el de Garcia-Valverde et al. (2011), muestran al
acido clorogénico y a la rutina (derivado glicosilado de la quercetina) como los
principales compuestos fendlicos del tomate (Tabla 8). Las variaciones en el contenido

entre los distintos estudios recogidos en la literatura cientifica se deben a las
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diferencias en las muestras de tomate, variedades y formas de cultivo
fundamentalmente, aspectos que serdn ampliamente desarrollados en apartados
posteriores.

Tabla 8. Contenido en compuestos fendlicos en tomates maduros de distintas
variedades (Garcia-Valverde et al., 2011).

Variedad de tomate Ronaldo Pera Zoco Cherry Pera
Compuestos fendlicos totales 239.37 259.5 291.12 558.63
Acido Clorogénico 16.81 17.66 nd 29.29
Acido Cafeico nd 2.84 nd nd
Acido Ferulico nd nd nd 0.93
Rutina 8.23 9.64 2.55 31.07
Naringenina 0.29 nd nd 3.42

nd (no detectado)

Los compuestos fendlicos tienden a acumularse en las vacuolas de la
epidermis de las plantas, fuera del alcance de las enzimas oxidativas. Su localizacion
se debe a su probable papel en la proteccion contra la radiacion ultravioleta, y como
productos quimicos de defensa contra patégenos y depredadores (Strack 1997). De
esta forma, muchos autores han comprobado que en el tomate, los compuestos
fendlicos tienden a acumularse en la piel, en comparacién con la pulpa y las semillas
(Toor y Savage 2005; Harish y Sathishkumar, 2011).

FACTORES QUE AFECTAN AL CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS
PRESENTES EN TOMATES

Se han realizado numerosos estudios sobre los factores que afectan a los
niveles de compuestos fendlicos en distintos vegetales de consumo humano. Sin
embargo, no existen demasiadas investigaciones concretas relacionadas con los
factores que afectan al contenido de estos compuestos en los tomates. Slimestad y
Verheul, (2009) recopilan en su trabajo de revisibn aquellos factores mas
determinantes en la concentracion de compuestos fenélicos en tomates, destacando el

tipo de cultivo, fertilizacion e irrigacion, la luz, la variacion estacional, el estado de
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maduracion, y las condiciones de cultivo y almacenamiento. Estos factores se pueden
agrupar en: factores pre-recoleccion, post-recoleccion y de tratamiento térmico y/o
procesado.

Factores pre-recoleccion

Stewart et al. (2000) indicaron que la eleccion del cultivo es el factor que
determina en mayor medida la contribucion de compuestos fendlicos en tomates
cultivados bajo similares condiciones ambientales. Martinez-Valverde et al. (2002)
observaron un rango de compuestos fendlicos totales entre 259 y 500 mg/Kg de peso
fresco en nueve variedades de tomate, encontrando una gran variabilidad en la
cantidad total asi como individual entre los distintos compuestos fendlicos. Slimestad y
Verheul (2009) muestran la alta variabilidad en los compuestos fendlicos individuales
de las distintas variedades de tomate, incluyendo flavonoles, naringenina y
chalconaringenina, y los acidos clorogénico, cafeico, p-coumarico y ferulico. De forma
similar, Garcia-Valverde et al. (2011) también encontraron diferencias en los
compuestos fendlicos encontrados tras el andlisis de 4 variedades de tomate
destinadas a su procesado en la industria.

En cuanto a las practicas agricolas como la fertilizacién, un suministro limitado
de nitrégeno esta asociado con altos niveles de compuestos fendlicos en la planta
(Parr y Bolwell, 2000; Lea et al., 2007), no asi en el fruto del tomate y en lo que
respecta al contenido en flavonoides (Slimestad y Verheul, 2009). Una deficiencia en
fosforo también se asocia con un incremento de flavonoides del tomate, atenuado
durante el proceso de maduracién del mismo (Slimestad y Verheul, 2009). Stewart et
al. (2001) concluyeron gue el uso o limitaciéon de nutrientes como el nitrégeno o fosforo
se puede emplear para manipular el contenido de flavonoles de los tejidos vegetativos

pero no puede utilizarse para elevar el contenido de flavonoles del fruto.

La disponibilidad de agua y la presencia de determinados nutrientes como el
boro o el calcio también puede afectar al contenido en compuestos fendlicos de las
frutas (Tomas-Barberan y Espin, 2001). De forma adicional, Sgherri et al. (2008)
demostraron el efecto positivo del uso de agua de mar diluida en la concentracion en
el fruto de determinados compuestos como el &cido clorogénico, disminuyendo a su
vez los niveles de cafeico o fertlico como consecuencia del estrés oxidativo inducido

por la salinidad.
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La presencia o ausencia de luz puede provocar efectos totalmente contrarios
en la sintesis y acumulacion de compuestos fendlicos. La acumulacién de flavonoides
se ve estimulada por efecto de la luz, a la vez que pueden sufrir una degradacién en
condiciones de oscuridad (Olsen et al., 2009). En un estudio con tomates cherry
cultivados en invernadero con mucha luz se obtuvo aproximadamente el doble de
contenido de fenoles solubles (rutina y acido clorogénico) que los tomates obtenidos
de plantas cultivadas en condiciones de poca luz (Wilkens et al., 1996). También ha
sido demostrado el efecto de la luz ultravioleta en la composicibn de compuestos
fendlicos en tomates cultivados en invernadero bajo distintos materiales que permitian
0 no el paso de la radiacion solar ultravioleta (Luthria et al., 2006), pudiendo modularse
de este modo la concentracién de estos compuestos en el fruto. Ademas, la calidad de
la luz tiene un impacto en las modificaciones estructurales de los flavonoides, tal y
como concluyeron Wilson et al. (1998) sobre el efecto de la luz UV-B, la cual puede

estimular la reaccion de hidroxilacion que convierte la quercetina en kaempferol.

Existen pocos estudios que hayan investigado las fluctuaciones estacionales de
los distintos nutrientes, y en particular de los fitonutrientes de los tomates. Algunos
trabajos como los de Crozier et al. (1997) y Stewart et al. (2000) observaron
variaciones en el contenido de compuestos fendlicos aunque sin una clara tendencia
estacional. De forma similar, Raffo et al. (2006), observaron una variabilidad
importante en el contenido de naringenina (1.9 a 9.0 mg/100 g) y rutina (1.8 a 6.6
mg/100 g) en tomates cherry cultivados en invernadero durante distintas épocas del

afio aunque sin una tendencia estacional clara.

La maduracion del fruto de tomate, y las condiciones en las que se produzca
esta, también implica cambios a nivel de los compuestos fendlicos. Giovanelli et al.
(1999) evidenciaron una mayor concentracion de estos compuestos en los tomates
madurados post-cosecha cuando analizaron dos genotipos distintos de la variedad
“‘Moneymaker”. Durante las distintas fases de maduracién del tomate puede
observarse, en general, que los compuestos fendlicos individuales aumentan
gradualmente entre el verde y ligeramente rojo y disminuye cuando madura
totalmente, segun los estudios de Salunkhe et al. (1974), Senter et al. (1988) y Garcia-
Valverde et al. (2011).
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Factores post-recoleccion

En la actualidad, varias metologias post-cosecha usadas principalmente para la
conservacion de los alimentos, como la aplicacion de campos eléctricos pulsados o la
luz ultravioleta, han sido descritas como tratamientos capaces de alterar el contenido
de los compuestos fendlicos en tomate (Liu et al., 2011; Vallverdd-Queralt et al.,
2012a).

Entre ellos, parece cobrar una especial relevancia el tratamiento de luz
ultravioleta (UV), y la aplicacién de dosis hérmicas, definidas, en este caso, como
aquellas dosis bajas de luz UV que inducen una respuesta positiva en los tejidos
contra el estrés provocado por la misma luz. La luz UV es una radiacién no ionizante
con una longitud de onda de 100 a 400 nm clasificada en 3 tipos: UV-A (315 nm), UV-
B (280-315 nm) y UV-C (200-280 nm). En funcion de la intensidad y longitud de onda,
la irradiacién UV puede inducir estrés biolégico que desembocaria en la activacion de
los sistemas de defensa de la planta (Cisneros-Zevallos, 2003), entre ellos la sintesis
de la enzima fenilalanina amonio-liasa. Esta enzima es un componente clave en la
produccion de fenilpropanoides, lo que podria implicar un incremento en fenoles,
fitoalexinas y ligninas (Ryalls, 1996). De forma concreta, luz UV-C parece tener un
efecto directo sobre la composicion de estos fitoquimicos en el tomate. Kim et al.
(2008) observaron un incremento del 26% en el contenido del compuestos fendlicos
totales en tomates frescos cortados al usar una radiacion UV-C como agente
desinfectante. De la misma forma, Jagadeesh et al. (2009) y Liu et al. (2012)
observaron un aumento significativo del contenido de distintos compuestos fendlicos al
aplicar dosis hérmicas de luz UV-C. Otros tipos de luz UV, como la luz UV-B también
ha sido estudiada, evidenciandose un efecto regulador en la sintesis y acumulacién de
los compuestos fendlicos en frutos como el tomate (Liu et al., 2011) o las uvas (Cantos
et al., 2000).

Procesado/cocinado

El procesado industrial de los tomates incluye distintos tratamientos térmicos,
tratamientos empleados con el objetivo de inactivar microorganismos o enzimas, y que
paralelamente disminuyen el grado de humedad y concentran el producto, como son la
pasteurizacion, la esterilizacion, la concentracién y la deshidratacion. En la literatura

cientifica existen resultados contradictorios con respecto al efecto del procesado en los
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compuestos fendlicos de los tomates. Existen estudios que afirman que el procesado
industrial de los tomates puede suponer, tanto una disminucién como un incremento
del contenido en compuestos beneficiosos para la salud humana con respecto a los
tomates en fresco (Abushita et al., 2000; Dewanto et al., 2002). Jacob et al., (2010)
estudiaron el efecto de dos tipos de procesado industrial que incluian un tratamiento
térmico de 110°C durante 15 y 30 minutos comparados con el tomate en fresco. Sus
resultados mostraron un incremento del 63% y 89% respectivamente, en el contenido
de compuestos fendlicos totales, observando similar comportamiento en los
flavonoides totales. El tratamiento térmico provocd este incremento, principalmente
debido a la rotura de la estructura celular, lo que permitié una mejor extraccién de los
compuestos de la matriz del alimento, tal y como describieron Gahler et al. (2003). Sin
embargo, otros autores han descrito que tras el tratamiento térmico con una
temperatura de 88°C durante 2, 15 y 30 minutos, no se observa una variacion
significativa en el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides totales del puré de
tomate (Dewanto et al., 2002). Estudios sobre tomate en dados revelan una
disminucion gradual y significativa de los compuestos fendlicos cuando fueron
sometidos a tratamientos térmicos, y se asocian las mayores temperaturas con las
mayores pérdidas en estos compuestos (Vallverdd-Queralt et al.,, 2011). Vallverdu-
Queralt et al. (2012b) asocian este fenGmeno a los tratamientos o procesados mas
intensos y extensos, concluyendo también que la esterilizacion y el embotellado
suponen ligeras pérdidas puntuales en el contenido de compuestos fendlicos durante
el procesado. En cuanto al cocinado a nivel doméstico, Bugianesi et al. (2004)
determinaron un incremento en el contenido de naringenina y acido clorogénico en el
plasma humano tras ingerir tomates cherry previamente cocinados, con respecto a su
ingesta en fresco, concluyendo asi que el tratamiento térmico favorecia un aumento de
su biodisponibilidad. En este sentido, Natella et al. (2010) analizaron el contenido de
compuestos fendlicos en tomate y concluyeron que no existian diferencias entre

distintos tipos de procesado doméstico (hervido, cocido a presién y por microondas).

BIODISPONIBILIDAD DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los efectos beneficiosos derivados del consumo de compuestos fendlicos
dependen de la cantidad consumida y de su biodisponibilidad. La gran variedad
estructural de los compuestos fendlicos, asi como la influencia de diversos factores
sobre su concentracién en los alimentos (Tabla 9), hace dificil estimar con exactitud la

ingesta de compuestos fendlicos en la dieta (Duthie et al.,, 2003), aunque
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probablemente se alcanza 1 g/dia en personas que ingieran varias raciones de fruta y
verdura al dia (Manach et al., 2004). Los &cidos fendlicos representan
aproximadamente un tercio de los compuestos fendlicos procedentes de la dieta y los
flavonoides los otros dos tercios (Scalbert y Williamson, 2000).

Tabla 9. Principales factores, directos o indirectos, que afectan a la biodisponibilidad de
los compuestos fendlicos de la dieta en humanos (D’Archivio et al., 2010).

Factores ambientales (exposicion solar, grado de maduracion);

Factores externos Disponibilidad del alimento

Factores relacionados

Tratamientos térmicos; homogenizacion; liofilizacién; cocinado y
con el procesado de

métodos de preparacion culinaria

alimentos
Factores relacionados  Matriz alimentaria; presencia de compuestos que faciliten o retrasen
con el alimento la absorcién (grasa, fibra)
Interaccién con otros Uniones a proteinas (albumina) o con compuestos fendlicos con
componentes similares mecanismos de absorcion

Factores relacionados
con los compuestos
fenodlicos

Estructura quimica; concentracion en el alimento; cantidad
introducida

Factores intestinales (actividad enzimatica; tiempo de transito
intestinal o microflora colénica). Factores sistémicos (sexo y edad;
desdrdenes y/o patologias; genética; condicion fisiologica)

Factores propios del
individuo

Absorcidon y metabolismo

La estructura quimica de los compuestos fendlicos y la forma en que se
ingieran (agliconas, ésteres, polimeros, glicésidos, etc.) van a determinar el tipo y el
alcance de la absorcion intestinal asi como la naturaleza de los metabolitos que
circulan por el plasma (Scalbert et al., 2002). Es por ello que muchos de los
metabolitos que se encuentran en la sangre y/o en los 6rganos diana y que resultan de
la actividad digestiva o hepatica pueden ser diferentes de las sustancias nativas en

términos de actividad biolégica (Cerda et al., 2005).

El metabolismo de los compuestos fendlicos tiene lugar seguin una ruta comun
(Figura 6). Algunas agliconas de los compuestos fendélicos pueden ser absorbidas en
el estbmago (Piskula et al., 1999; Crespy et al., 2002) o en el intestino delgado. Sin
embargo, la mayoria de los compuestos fendlicos 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
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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
tamarfo molecular inferior al de los compuestos de los que provienen. Este hecho hace
gue estos nuevos compuestos formados puedan ser absorbidos facilmente en el colon
o0 bien ser eliminados del cuerpo a través de las heces.

Figura 6. Posibles rutas y compartimentos implicados en el metabolismo de los compuestos
fendlicos provenientes de la dieta (Piskula et al., 1999; Scalbert y Williamson 2000; Crespy et
al., 2002; Hollman, 2004).

Antes de pasar al torrente sanguineo, los compuestos fendlicos sufren otras
modificaciones estructurales debido al proceso de conjugaciéon (Felgines et al., 2005)
gue tiene lugar en el intestino delgado y, principalmente, en el higado. La conjugacion,
gue incluye los procesos de metilacion (Catecol-O-metiltransferasa), sulfatacion
(sulfotransferasas), y glucuronidacion (Uridina-5’-difosfato glucuronosiltransferasas), o
una combinacion de ellos, representa un proceso de detoxificacion metabdlica comun
a muchos compuestos xenobioticos que limita sus efectos téxicos potenciales y facilita

su eliminacién biliar y urinaria, debido a un aumento de su hidrofilicidad y peso
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molecular. La glucuronidacion es particularmente importante para aumentar el peso
molecular, necesario para la excrecion en la bilis (Day et al., 2000b). Los compuestos
fendlicos que siguen la ruta biliar son secretados en el duodeno, donde son sometidos
a la accién de enzimas bacterianas, especialmente la -glucuronidasa, tras la cual son
reabsorbidos. Este reciclaje enterohepético prolonga la presencia de los compuestos

fendlicos en el organismo.

Por lo tanto es evidente que los compuestos fendlicos sufren numerosas
modificaciones (Porrini y Riso, 2008), no solo en el intestino delgado y en el colon, sino
también en el higado, donde tienen lugar la mayoria de las conjugaciones. Asi pues,
cualquier compuesto fendlico individual genera varios metabolitos, tantos como 20 en
el caso de los glicésidos de la quercetina, aunque siempre son dos o tres especies las

gue usualmente dominan (Mullen et al., 2006).

Todas estas modificaciones afectan a la actividad biolégica de los compuestos
fendlicos (Zhang et al., 1999; Day et al., 2000a; Wen & Walle 2006a; Wen & Walle
2006b; Landis-Piwowar et al., 2008; Del Rio et al.,, 2010). En consecuencia, los
compuestos que alcanzan las células y tejidos son quimica, biolégica y, en algunos

casos, funcionalmente diferentes de la forma originalmente ingerida.

Los metabolitos de los compuestos fendlicos no circulan libres en la sangre.
Estudios in vitro e in vivo han mostrado su afinidad por las proteinas plasmaéticas,
aunque esta afinidad varia de acuerdo a las caracteristicas estructurales de los
compuestos fendlicos (Dufour y Dangles, 2005; Bolli et al., 2010). La albamina
plasmatica esta considerada la principal responsable de la unién y por tanto del
transporte de compuestos fendlicos en el torrente sanguineo. Esta union parece
aumentar su vida media, retrasando asi su eliminacion del cuerpo (Manach et al.,
2004). De esta forma el grado de union a la albimina determinara la distribucién de los
metabolitos de los compuestos fendlicos, siendo los cambios conformacionales en la
proteina los que faciliten la disociacion de estos y su posterior incorporacion a las
células y tejidos (Manach et al., 2004). Esta union parece poder modularse por
componentes en plasma. Mas concretamente, se ha demostrado la posible
participacion de los &cidos grasos en la modulacién, por inhibicion alostérica, en la
union de los flavonoides a la albumina en humanos. Este hecho podria interferir en sus

efectos bioldgicos (Bolli et al., 2010).

La concentracion de compuestos fenélicos en sangre tras el consumo puede

variar considerablemente dependiendo de la naturaleza de los compuestos y del
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alimento. Asi pues, la concentracidn en plasma alcanza su maximo entre 1.5 y 5.5
horas después de la ingestidn, dependiendo del compuesto fendlico y del lugar donde
se produzca la absorcion intestinal (Manach et al., 2005).

La mayor parte de los datos procedentes de estudios en seres humanos que se
presentan en la literatura sobre biodisponibilidad se refieren sélo a la liberaciéon de los
compuestos fendlicos de la matriz del alimento y su consiguiente absorcion (es decir,
concentracion en la sangre o en la orina). La determinacion de la biodisponibilidad de
los compuestos fendlicos en los tejidos diana es mucho méas importante que el
conocimiento de las concentraciones plasmaticas. Parece apropiado considerar la
presencia de un compuesto fendlico en el plasma como un marcador de la liberacion
de la matriz alimentaria y la absorcién, pero s6lo como un indicador predictivo de la
absorcion de los tejidos (Porrini & Riso, 2008). Los compuestos fendlicos se
encuentran principalmente en aquellos tejidos donde se han metabolizado (tejido
hepatico, estomacal, intestinal, colénico 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 pancreético, el cerebral, el cardiaco y el tejido
esplénico (Hong et al., 2002; Parkar et al., 2008).

COMPUESTOS FENOLICOS Y SALUD

Numerosos estudios han avalado las propiedades biolégicas de los
compuestos fendlicos (Middleton et al., 2000; Schroeter et al., 2006; Potenza et al.,
2007; Perez-Vizcaino et al.,, 2009). Entre estas destacan sus efectos antialérgicos,
antinflamatorios, antimicrobianos y anticancerigenos (Cody et al., 1986; Harbourne,
1993), actuando en este Ultimo caso mediante dos vias, la induccién de enzimas de
detoxificacién y la inhibiciéon de la proliferacién de las células cancerosas asi como la
promocién de la diferenciacion celular (Kalt, 2001). Los compuestos fendlicos también
parecen presentar efectos beneficiosos en la prevencion y/o tratamiento de la
enfermedad cardiovascular. Estos efectos son fundamentalmente consecuencia de
sus propiedades antioxidantes que pueden justificar sus acciones vasodilatadoras y
vasoprotectoras, asi como sus acciones antitrombéticas, antilipémicas,

antiateroscleréticas, antiinflamatorias y antiapoptéticas (Quifiones et al., 2012).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos radica en su capacidad

para ceder atomos de hidrogeno de un grupo hidroxilo aromatico a un radical libre y a
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la posibilidad de deslocalizacién de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo
aromatico (Duthie et al., 2003). Los compuestos fendlicos poseen ademas una
estructura quimica ideal para captar iones metalicos (principalmente hierro y cobre) y
por tanto para inhibir la formacion de radicales libres a través de reacciones de Fenton
(Rice-Evans et al., 1997).

Hasta la fecha los estudios sobre los beneficios para la salud de los
compuestos fendlicos se han centrado en su actividad antioxidante, y en este sentido
también se les ha atribuido efecto radioprotector, en concreto a los flavonoides,
probablemente relacionado con la proteccion de los sistemas hematopoyético e
inmune gracias a su potencial en la inactivacion de radicales libres, control de la

oxidacién y proteccion del DNA (Lei y Chen, 2007).
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OTROS COMPONENTES

VITAMINAS ANTIOXIDANTES

Entre las vitaminas presentes en el fruto del tomate hay que destacar su
contenido en vitaminas hidrosolubles, sobre todo vitamina C (en forma de acido L-
ascorbico o acido dehidroascorbico), y liposolubles, destacando la presencia de

vitamina E.

Figura 7. Estructura quimica de la vitamina C (acido ascorbico).

En el tomate la concentracion de acido ascérbico (Figura 7) puede oscilar entre
los 20 y 25 mg de media por cada 100 gramos de peso fresco y supone una de las
principales fuentes de ingesta de esta vitamina (Favell y Fletcher, 2000; Garcia-Closas
et al., 2004). El acido L-ascorbico puede actuar como cofactor enzimatico de mono y
dioxigenasas, como antioxidante, interactuando de forma enzimatica y no enzimética
con radicales libres de oxigeno y sus derivados, y como donante / aceptor de
electrones en el transporte en la membrana plasmatica. El acido ascérbico es capaz
de neutralizar los radicales superoxido e hidroxilo, asi como regenerar a-tocoferol
(Davey et al.,, 2000). Ademas de actuar como una vitamina en el correcto
funcionamiento fisiol6gico, se cree que puede tener un efecto beneficioso en relacién
al cancer. Aunque Jonson et al. (2001) consideraron pruebas epidemioldgicas
consistentes a la hora de mostrar un efecto protector de la vitamina C contra
determinados tipos de cancer, como el de estdmago, faringe y eséfago, en la

actualidad parece que su papel no esta tan claro.

En los tomates esta presente s6lo una pequefia cantidad de vitamina E.

Aunque existen al menos 8 formas distintas de vitamina E, es el a-tocoferol (Figura 8)
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la forma predominante en estos frutos (Seybold et al., 2004). Ademas de su funcién
como una vitamina, hay evidencias del papel del a-tocoferol como un potente
antioxidante con propiedades antiinflamatorias (Singh et al., 2005). Diversos estudios
muestran que esta vitamina puede presentar actividad antiateroesclerética y
anticancerigena relacionada con su papel en la prevencion de la oxidacion de las LDL,
modulacion de la sefializacién celular, regulacién transcripcional e induccion de la
apoptosis (Brigelius-Flohé et al., 2002). La vitamina E tiene efectos sinérgicos en
combinacion con otros antioxidantes, como la vitamina C, aumentando, en este caso,
el poder antioxidante frente a la peroxidacion de lipoproteinas de baja densidad (Baron
et al., 2004).

CH,
HO
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3

Figura 8. Estructura quimica de la vitamina E (a-tocoferol).

LAS VITAMINAS Y LAS VARIACIONES EN SU CONTENIDO

Las vitaminas C y E son junto con el licopeno y los compuestos fendlicos los
principales responsables de la actividad antioxidante del tomate fresco y procesado
(Stewart et al., 2000; Beutner et al., 2001; Leonardi, et al., 2000). En la literatura, el
contenido en vitamina E de los tomates oscila entre 0.1-1.8 mg/100 g de peso fresco,
mientras que el de vitamina C suele presentar valores mayores, entre 2—21 mg/100 g
de peso fresco (Frusciante et al.,, 2007), por lo que representa una importancia

relativamente alta en la actividad antioxidante de los tomates.

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 nitrdgeno a tasas elevadas esté relacionado
con un menor contenido en vitamina C, probablemente debido a un mayor desarrollo
del follaje de la planta y la menor incidencia de luz (Dumas et al., 2003).

Contrariamente, parece influir positivamente el uso de calcio (Subbiah y Perumal,
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1990) o una combinacion de fertilizantes (Dumas et al., 2003). El almacenamiento a
temperatura ambiente puede ejercer un efecto negativo en el contenido de vitamina C
tal y como observaron recientemente Rai et al. (2012). Finalmente, 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). 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 vitamina C conforme la maduracion

avanzaba.

Las pérdidas de vitamina C en el tomate fresco se incrementan por un
almacenamiento prolongado, altas temperaturas, baja humedad relativa, dafio fisico y
dafio por frio. Es una vitamina que se oxida facilmente, especialmente en soluciones
acuosas, en gran medida favorecida por la presencia de oxigeno, iones de metales
pesados, especialmente Cu®*, Ag*y Fe **, por el pH alcalino y alta temperatura. (Lee y
Kader, 2000). En general, los productos procesados de tomate presentan una
disminucion del contenido en vitamina C con respecto al tomate en fresco,
normalmente influenciado por el tratamiento térmico (Abushita et al., 2000; Lee y
Kader, 2000; Dewanto et al. 2002; Gahler et al., 2003; Pérez-Conesa et al., 2009;
Jacob et al., 2010), aunque en general, la vitamina C se destruye con facilidad cuando

el producto se somete a tratamientos adversos y condiciones de almacenamiento.

La vitamina E esta solo presente en pequefias cantidades y existe poca
informacion en relacién a los factores que afectan a su contenido en tomates, aunque
tanto el estado de madurez como la variedad son factores que afectan a su contenido
(Abushita et al., 1997; Raffo et al.,, 2002). En el tomate podemos encontrar tanto a-
tocoferol como y-tocoferol. Ambos se distribuyen de forma desigual, siendo y-tocoferol
el mas abundante en semillas, aunque el de menor proporcién en el contenido total
(Seybold et al., 2004). El a-tocoferol es por tanto la forma predominante de la vitamina
E en el tomate. Este puede incrementar su contenido durante los tratamientos post-
cosecha relacionados con su procesado. De esta forma la aplicacién de tratamientos
térmicos cortos favoreceria su liberacion de los sitios de union y aumentaria su
concentracion. Por el contrario los tratamientos térmicos mas largos e intensos, (>1 h,
>200°C) provocarian su disminucion como consecuencia de un proceso de

desnaturalizacion de la vitamina (Seybold et al., 2004).
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BIODISPONIBILIDAD DE LAS VITAMINAS C Y E

La biodisponibilidad de la vitamina C depende de muchos factores tal y como
muestra la Figura 9, desde aquellos que afectan a su contenido en los alimentos,
hasta los que afectan a su absorcion, transporte y excrecion. De forma general, esta
vitamina es absorbida mediante transporte activo y difusion pasiva en el intestino
delgado, 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 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). El acido ascorbico se encuentra en altas concentraciones en varios tejidos,
como el tejido suprarrenal, higado, bazo y rifiones. Esta vitamina se elimina en un alto
porcentaje por orina, bajo la forma de acido oxalico (catabolito) o si se ingiere en dosis

muy elevadas, como &cido ascorbico.

INGESTION

DISTRIBUCION

Almacenamiento,
procesado, cocinado y
composicion de los
alimentos

Ingesta dietética, absorcion,
utilizacién, consumo celular,
reciclajey excrecion renal

<
ABSORCION
. B

Dosis, velocidad de
vaciamiento gastricoy
transito a lo largo del
intestino, forma de la
vitamina, ambiente
bioquimico y nimero de
\ transportadores

EXCRECION RENAL

Niveles en plasma, filtrado
glomerular y umbral renal

Figura 9. Factores que afectan a la biodisponibilidad de la vitamina C.
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Por otro lado, la vitamina E es un compuesto de naturaleza liposoluble y su
absorcion en el tracto gastrointestinal puede oscilar ampliamente entre el 20 y el 80%,
dependiendo en gran medida de los lipidos provenientes de la dieta. La presencia de
grasa determina su absorcion porque favorece la formacion de micelas, por lo que
también es importante en su correcta absorcion, una funcién biliar y pancreética
normal. Tras ser absorbida es captada por los quilomicrones y las VLDL, que se
encuentran en la linfa, pasando posteriormente al torrente sanguineo via ducto
toracico (Hollander et al., 1975). Una pequefia parte de la vitamina E es captada por
los tejidos extrahepéticos, principalmente tejido adiposo y muscular, durante el
catabolismo de los quilomicrones por accion de la lipoproteina lipasa (Abe et al., 2007)
y la restante, la mayor parte, es transportada al higado (Traber et al., 1985). Para su
posterior transporte a través del plasma, la vitamina E se vuelve a unir a la VLDL y la
HDL para ser captada por las células, acumulandose en la porcioén lipidica de las
membranas celulares. A diferencia de otras vitaminas liposolubles, la vitamina E no se
acumula en el higado en niveles toxicos, eliminandose su exceso a través de la bilis o

en orina (Yadyra et al., 2010).
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CONSUMO DE TOMATE. INGESTA CON EFECTOS BENEFICIOSOS.

El tomate es la hortaliza mas cultivada en todo el mundo y la de mayor valor
econémico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccion y
comercio. La produccion mundial de tomate en 2010, de consumo fresco (dos terceras
partes) y de uso agroindustrial, se estimé en unos 145.8 millones de toneladas
(FAOSTAT, 2010) siendo el segundo vegetal mas consumido después de la patata.
Esto hace que el tomate y sus productos derivados sean una buena fuente de
compuestos bioactivos beneficiosos para la salud, y no solo por la concentracion de

los mismos, sino por el alto consumo de este tipo de alimentos a nivel mundial.

Como se ha comentado anteriormente, el tomate es una fuente importante de
compuestos como carotenoides, compuestos fendlicos y vitaminas. Solo en el caso de
las vitaminas y compuestos con actividad provitaminica existe una ingesta diaria
recomendada, ya que estas son nhecesarias para el correcto funcionamiento del
organismo. En la actualidad, el licopeno, al igual que los compuestos fendlicos, no es
considerado como nutriente esencial, por lo que esa es una de las principales razones
por la que no se establece una ingesta diaria recomendada. Hasta la fecha no hay un
consenso claro sobre la ingesta de licopeno necesario para reducir el riesgo de
enfermedad, debido, en gran parte, a la variabilidad en la concentracion de licopeno
encontrada en las multiples fuentes. Las sugerencias varian desde aproximadamente
5 hasta 35 mg de licopeno por dia segun la bibliografia cientifica, aunque el rango de
entre 5-7 mg/dia (Tabla 10) es la recomendacion establecida para individuos sanos
segun Rao y Shen, (2002). Esta dosis podria alcanzarse mediante el consumo de al
menos una o dos porciones de tomates o productos derivados del tomate todos los

dias.

En cuanto al B-caroteno, la Food and Nutrition Board (FNB) de la Academia de
las Ciencias (NAS) de los Estados Unidos de América recomendaron en el afio 2000
(FNB, 2000), una ingesta dietética de 3-6 mg/dia de B-caroteno, dosis asociada a un
menor riesgo de contraer enfermedades cronicas, hecho debido principalmente a su
actividad provitamina A. Actualmente se establece que la dosis recomendada esta
entre 2-4 mg/dia (Tabla 10), aunque segun sugiere Grune et al. (2010), deberia ser
incrementada hasta 7 mg/dia para asegurar que al menos el 95% de la poblacién

consume la ingesta recomendada de vitamina A.
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Tabla 10. Dosis con efecto saludable de los principales compuestos bioactivos presentes en el
tomate.

Componente Recomendaciones diarias

Licopeno *5-7 mg*
B-caroteno 2.4 mg®
Vitamina C 40-90 mg®
Vitamina E 4-15 mg*

'Rao y Shen (2002).  Biesalski et al. 1997 * FNB, 2000 * Biruete et al. (2009)
*Calculo en base a posibles efectos beneficiosos**
calculo en base a su actividad provitamina A.
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CALIDAD ORGANOLEPTICA DEL TOMATE

La calidad sensorial del tomate depende de numerosos factores, incluyendo el
color, la textura, aroma, composicién de metabolitos primarios como azlcares, acidos
organicos y aminoacidos (Baldwin et al., 1991a,b; Buttery, 1993) y secundarios, como
los compuestos fendlicos o los carotenoides (Taylor y Grotewold, 2005; Davila-Aviia et
al., 2011). Asi, la calidad organoléptica de los tomates frescos estd condicionada
principalmente por el incremento en acidos organicos e hidratos de carbono simples y
compuestos (Malundo et al., 1995). Los aminoéacidos libres también pueden jugar un
papel importante en la potenciacién del sabor (Bucheli et al., 1999; Tieman 2006),
siendo el acido glutdmico el principal aminoacido presente en tomates (Kader et al.,
1978). Asi pues, aunque la calidad organoléptica de los tomates se relaciona tanto con
los aspectos gustativos (dulzor, acidez) como con los olfativos (aroma, olor) y los
tactiles (firmeza, textura), es el sabor el que juega un papel central en la calidad del
mismo, ya que determina su aceptacion por parte del consumidor (Maneerat et al.,
2002).

Si bien la decision inicial de compra se basa en la apariencia, las compras
posteriores dependen principalmente de la evaluacion del sabor que el comprador
realice cuando los tomates son ingeridos (Sinesio et al., 2010). En el tomate
interactian acidos, azlUcares, aminodacidos libres, minerales y una combinacién de al
menos 400 compuestos aromaticos volatiles (Baldwin et al., 2008) para dar lugar al
flavor caracteristico. Solo algunos de estos compuestos volatiles tienen un alto
impacto en el aroma del tomate, debido a su concentracion y su umbral de percepcién
por los seres humanos (Baldwin et al., 2000; Yilmaz, 2001a). Una parte de estos
compuestos se encuentran en forma libre, constituyendo la fraccion volatil libre pero
otra parte se encuentra en forma glicosilada y los componentes que la forman no
pueden ser percibidos por los receptores olfativos, constituyendo la denominada
fraccion volatil glicosilada. Sin embargo, los precursores glicosilados constituyen la
fuente potencial para incrementar el aroma final, cuando se consigue la hidrélisis de

los enlaces glicosidicos y la consiguiente liberacion de los agliconas.

Entre los constituyentes volatiles se pueden encontrar alcoholes orgénicos,
ésteres, aldehidos, cetonas, &cidos, hidrocarburos, aminas, amidas, etc. La mayoria
de estos compuestos son derivados del metabolismo de acidos grasos y de
aminoacidos, o de la degradacion de los carotenoides (Baysal y Demirddven, 2007,
Tieman et al., 2007) (Tabla 11).
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Los mayores niveles de compuestos volatiles en tomate se concentran en la
pulpa y en la piel, en el fluido se han encontrado pequefias cantidades de cis-3-
hexenal, mientras que las semillas no aportan cantidades significativas (Buttery et al.,
1988).

La formacion de compuestos volatiles tiene lugar durante la maduracién del
fruto, asi como durante la rotura de tejidos, tal y como ocurre cuando los tomates son
macerados, triturados u homogeneizados (Buttery, 1993). En este caso, al romper los
tejidos se permite la unibn entre enzimas y sustratos, previamente
compartimentalizados en el fruto, y se aumenta el contacto con el oxigeno (Buttery,
1993), lo que favorece un aumento en la sintesis de los compuestos responsables del

aroma.

Tabla 11. Algunos de los compuestos que contribuyen al aroma del tomate (Grasselly
et al., 2000; Saliba-Colombani et al., 2001).

. - Limite de
Origen metabdlico Componente Notas de olor percepcion (ppb)
Hexanal * Verde, ?mate verde, 45
ierba
E-Hexen-2-enal Manzana, almendra 17
Acidos grasos (2)-3-hexenol® Verde 70
(2)-3-hexenal 3 Manzana verde 0.25
(E,E)-2,4-Hexadienal Verde 0.27
Hexanol Fresco, frutal, verde 500
6-metil-5-hepten-2- Judias verdes, perejil 50
one
Degradacion de 6-metil-5-hepten-2-ol Aceitoso 200
pigmentos ] R )
(- ionona Floral, violeta 0.007
Geranilacetona * Magnolia 60
Aminoécidos 2-isobutiltiazol ° Tomate verde 35
_ Eugenol 2 Especias, banana, clavo 6
Compuestos fendlicos
Salicilato de metilo Menta 40

LEl de mayor contribucion al olor del tomate

? Diferencias importantes por el grado de madurez. Sin diferencias entre cultivos

® De alto valor aromatico

* Diferencias entre cultivos. Sin diferencias por el grado de madurez

® Importante para diferenciar entre cultivos. Se utiliza como intensificador del aroma de los productos a
base de tomate.
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En el proceso de formacién de los compuestos aromaticos intervienen varios
tipos de enzimas y sustratos dependientes del estado de madurez del fruto, y que a
través de diferentes vias metabdlicas conducen a la biosintesis de estos compuestos.
Entre las enzimas responsables de la produccion de compuestos volatiles
responsables del aroma cabe destacar la lipoxigenasa (LOX), la hidroperoxido-liasa
(HPL), la alcohol deshidrogenasa (ADH), presentes en la oxidacion de lipidos, asi
como aminotransferasa, descarboxilasa y ADH, relacionadas con la biosintesis de
volétiles derivados de amino&cidos (Peach et al., 2008).

RUTAS DE SINTESIS DE LOS COMPUESTOS VOLATILES EN TOMATE.

Sintesis de volatiles C6 (Degradacion de acidos grasos).

Los compuestos volatiles derivados de &cidos grasos son los principales
contribuyentes al aroma del tomate (Yilmaz, 2001b). En la Figura 10 se muestra el
esquema generalmente aceptado en la produccién de compuestos volatiles del tomate
a partir de lipidos liberados de membrana cuando tienen lugar los procesos de rotura
de tejidos. Inicialmente, los acidos grasos (C16:0, C18:2, C18:3) liberados a partir de
los acil-lipidos provenientes de las membranas celulares, actian como sustrato de la
enzima LOX, principalmente los &cidos linoleico y linolénico (Chen et al., 2004),
produciendo los correspondientes 9,13-hidroperoxidos. Estos hidroperdxidos sirven
entonces como sustrato para la HPL. Por accién de esta enzima son producidos los
aldehidos hexanal y (Z)-3-hexenol. La enzima isomerasa puede convertir el aldehido
(2)-3-hexenal a (E)-2-hexenal, y ambos pueden ser convertidos a los correspondientes
alcoholes por la enzima ADH (Brauss et al., 1998; Anthon y Barrett, 2003). Los
alcoholes generados son sustratos naturales para la formacién de ésteres como el
hexil, (2,E)-hexenil y (3,Z)-hexenil éster, proceso llevado a cabo por la accién de la
enzima alcohol aciltranferasa (Salas, 2004).
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ACIL-HIDROLASAS

r—— Acidos grasos libres =

Acido linoleico Acido linolénico
LOX
9,13-Hidroperoxi C18:2 9,13 - Hidroperoxi C18:3

Via enzimdticao
\ f no enzimdtica
Hexanal HPL (2)-3-hexenal
- U= ]

(E)-2-
hexenal

1-hexanol (2)-3-hexenol

Figura 10. Formacién de compuestos volatiles derivados de lipidos (LOX, lipoxigenasa; HPL,
hidroperodxido-liasa; ADH, alcohol deshidrogenasa).

Sintesis de apocarotenoides volatiles

Los apocarotenoides volatiles estan entre los compuestos mas importantes que
contribuyen al aroma del tomate, y es probable que se originen mediante oxidacién de
los carotenoides ciclicos y aciclicos (Davila-Avifia et al., 2011) originando compuestos
como la B-ionona y B-damasceona (a partir del B-caroteno), la geranilacetona (a partir

de fitoeno) o la 6-metil-5-hepten-2-ona (obtenida a partir del licopeno).

La B-ionona y B-damasceona se caracterizan por presentar aromas frutales y
florales, con bajos umbrales de olor en humanos, por o que son compuestos que en
muy baja concentracion son percibidos por los consumidores. La geranilacetona y la 6-
metil-5-hepten-2-ona también se caracterizan por presentar notas florales y frutales
aungue sus umbrales son algo mas elevados que para los volatiles derivados del [3-

caroteno, por lo que se requiere una mayor concentracion para poder detectarlo.
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Sintesis de volatiles derivados de aminoacidos

Otro grupo de compuestos responsables del aroma del tomate se forman a
partir de aminoacidos (Tieman et al., 2006). El metabolismo de los aminoé&cidos
genera compuestos alifaticos, alcoholes ramificados, aldehidos, cetonas, &cidos y
ésteres. Entre los mas destacables en tomate estan el 3-metilbutanol, 3-metilbutanal y
2-isobutiltiazol derivados de la leucina, y el 2-feniletanol generado a partir de la
fenilalanina (Davila-Avifia et al., 2011). Entre estos compuestos cabe destacar el 2-
isobutiltiazol, que esta relacionado con las notas dulces Yy frutales del tomate (Tandon
et al.,, 2003). La biosintesis de estos volatiles involucra principalmente tres enzimas:

aminotransferasa, descarboxilasa y ADH (Tieman et al., 2007).

FACTORES QUE AFECTAN A LA COMPOSICION DE VOLATILES EN EL TOMATE

En las dltimas décadas, existe una creciente falta de aceptacion de los tomates
por parte del consumidor, ya que las variedades que encuentra en el mercado,
carecen del flavor caracteristico de este fruto. Este hecho junto con la disposicion del
consumidor a pagar un valor afiadido por un producto que cumpla con sus
expectativas (Bruhn et al., 1991), han impulsado los trabajos dirigidos a conocer mejor
los compuestos que determinan el flavor del tomate y a mejorar su aroma. Varios
estudios sefialan que la composicion del aroma del tomate puede variar atendiendo a
factores como el tipo de maduracién, ya que los tomates cultivados al aire libre y
madurados en forma natural contienen mayor concentracion de compuestos volatiles
que los tomates cultivados en invernadero y madurados en cadmaras con control de
atmosferas (Dorais et al., 2001; Dudareva y Pichersky, 2008). También el tipo de
variedad influye en su compaosicién tal y como observaron distintos autores (Tandon et
al., 2003; Krumbein et al. 2004; Alonso et al.,, 2009), el estado de maduracion
(Mohammadi-Aylar et al., 2010), o los tratamientos aplicados (Maharaj, et al., 1999), lo
cual va a determinar que las condiciones de cultivo influyen en su concentracion

aromatica.

El almacenamiento también es un factor clave en la producciéon de compuestos
volatiles. Basandose en el tiempo y en la temperatura de almacenamiento, autores
como Maul et al. (2000), Boukobza y Taylor, (2002), o Le6n-Sanchez et al. (2009)
observaron la importancia de estos parametros en la formacion de los compuestos

volatiles responsables del aroma del tomate. Todos observaron una disminucién en la
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produccién de volétiles a bajas temperaturas, provocado probablemente por la

disminucion de la actividad biolégica.

Dado que el aroma del tomate es una parte muy importante de su sabor, existe
numerosos estudios que han tratado de evaluar el efecto del procesado en los
componentes volatiles y no volatiles responsables del aroma. Durante el procesado de
los tomates hacia los distintos derivados, como zumos, purees, salsas, etc, se produce
un cambio cualitativo y cuantitativo de estos componentes que puede ser favorable o
no (Petro-Turza, 1986). Estos procesos llevan normalmente asociado un tratamiento
térmico aplicado con el objetivo de inactivar enzimas y estabilizar los productos,
extendiendo asi su vida media. Sin embargo, el calentamiento puede tener un efecto
muy marcado en el aroma de los procesados de frutas, favoreciendo cambios
sensoriales en el producto (Hayes et al., 1998; Servili et al., 2000), desde la reduccién

de volatiles (Sieso y Crouzet, 1977) hasta la pérdida de color (Goodman et al., 2002).

Como se ha visto, aldehidos, esteres e hidrocarburos son los componentes
mas caracteristicos del tomate fresco y sufren una marcada disminucién en su
concentracion debida al tratamiento térmico. Por otro lado, estos tratamientos
provocan un aumento de compuestos azufrados y heterociclicos. Los aromas
generados por el tratamiento térmico surgen como consecuencia de las reacciones de
Maillard, la caramelizacién y la degradacion de lipidos, vitaminas, pigmentos y otros
constituyentes del tomate (Sucan et al.,, 2002). En consecuencia, la industria intenta
optimizar los tratamientos térmicos con el objetivo de alargar en el tiempo la presencia
de aquellos compuestos responsables del aroma caracteristico del producto en fresco.
Otras tecnologias como la aplicacion de campos eléctricos pulsados pueden usarse
como alternativa a los tratamientos térmicos, favoreciendo la mejora de los atributos
organolépticos, y especialmente el aroma, en productos procesados de tomate

(Aguil6-Aguayo et al., 2010).
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DISENO EXPERIMENTAL

Para la consecucion del objetivo general y de los objetivos especificos de la
presente Tesis Doctoral, las actividades de investigacion fueron planteadas en 4

experiencias distintas que se enumeran a continuacion.

e EXPERIENCIA 1: Estudio del efecto de la exposicién a la luz UV-C en los
compuestos bioactivos y actividad antioxidante del tomate.

o EXPERIENCIA 2: Evoluciéon de los compuestos bioactivos antioxidantes
durante el almacenamiento en un zumo de tomate comercial.

e EXPERIENCIA 3: Evolucibn de los principales compuestos volatiles
responsables del aroma y su relacion con la actividad enzimética y la
estabilidad de los carotenoides durante el tratamiento térmico y el
almacenamiento de un zumo de tomate refrigerado.

o EXPERIENCIA 4: Estudio de los factores que afectan a la disponibilidad in

vitro de los carotenoides del puré de tomate.
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EXPERIENCIA 1: ESTUDIO DEL EFECTO DE LA EXPOSICION A LA LUZ UV-C EN
LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL TOMATE

Para el desarrollo de esta experiencia se seleccionaron tomates con dos
estadios distintos de maduracion, el estado de tomate verde (Breaker) que ha iniciado
el proceso de maduracioén y el tomate rojo ligero sin llegar al estado de totalmente rojo.
Los tomates fueron recolectados directamente de la planta en los estados de madurez
descritos y que se pueden observar en la Figura 11. Los tomates verdes eran de la
variedad “Daniela” y los tomates rojos de la variedad “Pera”. Este tipo de tomate se
utiliza para consumo en fresco preferentemente, aunque también pueden ser utilizados

en algunas preparaciones industriales.

Q}".‘s 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.

f!, Cambiante (Turning): Mas del 10% pero no mas del 30% de
i\ X4 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 11. Clases de madurez fisiolégica y comercial para comercializar tomates frescos.

Después de su recoleccion, las frutas fueron almacenadas en un refrigerador
portatil y fueron transportadas hasta el laboratorio, donde se procedi6 a su lavado con
agua siendo posteriormente secadas al aire bajo condiciones ambientales. Ambos
tipos fueron separados en 6 lotes; un grupo fue usado como control (muestras
iniciales), 3 lotes se seleccionaron para someterlos a la exposicion con UV-C bajo tres
condiciones diferentes, y los otros dos fueron almacenados a temperatura ambiente

bajo las condiciones naturales de luz (ciclo dia/noche) y en total oscuridad.
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El tratamiento de hormesis con radiacion ultravioleta C (UV-C) fue aplicado el
dia de la recoleccion a temperatura ambiente. Fue utilizada una lampara de luz UV-C
con un pico méaximo de 254 nm. Las dimensiones de la camara usada fueron 700 mm
de ancho, 580 de profundidad y 732 de alto, con una lampara de 15 W de luz UV-C.
Los tomates fueron irradiados abarcando toda la superficie de los mismos con una
lampara que proporcionaba una intensidad de 0.282 W/m? (medida con un radiéometro
digital Delta Ohm DO9721, Chile Ltda., Santiago, Chile). La luz UV-C fue aplicada a
temperatura ambiente en intervalos de 1, 3y 12 horas, equivalentes a dosis de 1.0, 3.0
y 12.0 kJ/m?, tal y como muestra la Figura 12. Después de cada tratamiento, las
muestras se almacenaron a temperatura ambiente para completar el proceso de
maduracién alcanzando un tiempo maximo de almacenamiento de dos dias en el caso
de los tomates rojos y hasta 8 dias para los tomates verdes. De forma paralela los dos
lotes de cada grupo de tomates (rojos y verdes) que no fueron expuestos a la UV-C,
se dejaron madurar el mismo tiempo bajo las condiciones de luz/oscuridad

(fotoperiodo de 12 h) y total oscuridad, respectivamente.

Inicio

(dia de recoleccion)

Lote 1: No tratados almacenados
bajo ciclo de luz/oscuridad.

Tomates rojos: 2 dias
Tomates verdes: 8 dias

Lote 2: No tratados almacenados

oscuridad .
| en urt Lote 3: Tratamiento 1

Tomates rojos hasta 2 dias 1 | hora >> 1.0 kJ/m?

Tomates
I

Tomates verdes hasta 8 dias

Tomates rojos y verdes tratados
_— con luz UV-C

[=0.282 W/m?

Lote 4: Tratamiento 2
3 horas >> 3.0 kJ/m?

Tomates rojos: 2 dias
Tomates verdes: 8 dias

Lote 5: Tratamiento 3
12 horas >> 12.02 kJ/m?

Almacenados bajo ciclo de
luz/oscuridad

Figura 12. Diagrama de los diferentes tratamientos aplicados.

Inmediatamente después de su recoleccion (lote inicial) y tras finalizar el tiempo

de almacenamiento establecido en los 5 lotes restantes tanto para los tomates rojos
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como verdes, las muestras fueron analizadas para determinar el contenido en licopeno
y sus isémeros, B-caroteno, compuestos fendlicos individuales y totales, y su actividad
antioxidante. Para el andlisis, las muestras fueron homogeneizadas y almacenadas a -
80°C hasta que los andlisis fueron llevados a cabo. Todos los andlisis se realizaron
con los tomates en fresco y por triplicado, a excepcién de la determinacion de los
compuestos fendlicos individuales (flavonoides y acidos hidroxicinamicos), por HPLC,
para lo cudl las muestras fueron congeladas y liofilizadas con el objetivo de concentrar

dichos compuestos bioactivos.
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EXPERIENCIA 2: EVOLUCION DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS
ANTIOXIDANTES DURANTE EL ALMACENAMIENTO EN UN ZUMO DE TOMATE
COMERCIAL

Para el presente estudio se utiliz6 un zumo de tomate comercial elaborado por
la empresa Juver Alimentaciéon S.L.U. El procedimiento industrial seguido en esta
experiencia es el proceso estandar de elaboracion de zumo a partir de concentrado de
tomate, que es posteriormente pasterizado (96°C durante 30 s) y envasado en
aséptico, utilizando dos tipos de envases con capacidad de 1 L: el envase de tetrabrik

y la botella de cristal, tal y como se describe en la Figura 13.

[ Concentrado de tomate]

Pasteurizacion
Envasado aséptico

. / EMPRESA

@ |
tomate ‘ Envase de '
a [ tetrabrik ] [ Envase de cristal ]

8°C 22°C 37°C 8°C 22°C 37°C

[ ALMACENAMIENTO 12 MESES ]

.. .. Licopeno Vitamina C .
Actividad antioxidante: Compuestos fendlicos:
Hidrofilica Totales

Lipofilica GRUPO DE INVESTIGACION Flavonoides

Figura 13. Diagrama del disefio experimental.

Se disefio un estudio de almacenamiento de 12 meses de duracién durante el
cual las muestras se conservaron a diferentes temperaturas (8, 22 y 37°C). Es

importante sefialar que los zumos envasados en tetrabrik son comercializados como
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Zumos enriquecidos en vitamina C, dato que se indica en su etiqueta. Por el contrario,
las muestras envasadas en botellines de cristal no llevaban vitamina C adicionada. Las
muestras fueron analizadas en el momento de su fabricacion y de forma periddica
(cada 2 meses) hasta alcanzar el periodo de un afo. Durante el tiempo de
almacenamiento se analizaron parametros fisico-quimicos, compuestos bioactivos
antioxidantes (vitamina C, licopeno y sus isbmeros, compuestos fendlicos totales y
flavonoides totales) y la actividad antioxidante tanto hidrofilica como lipofilica, tal y
como se muestra en la Figura 13. Todas las determinaciones se realizaron con la

muestra en fresco y por triplicado.
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EXPERIENCIA 3: EVOLUCION DE LOS PRINCIPALES COMPUESTOS VOLATILES
RESPONSABLES DEL AROMA Y SU RELACION CON LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
Y LA ESTABILIDAD DE LOS CAROTENOIDES DURANTE EL TRATAMIENTO
TERMICO Y EL ALMACENAMIENTO DE UN ZUMO DE TOMATE REFRIGERADO.

Para la determinacion y evolucion de los compuestos aromaticos responsables
del aroma del tomate, las enzimas relacionadas, lipoxigenasa (LOX) e hidroperdxido
liasa (HPL), y la estabilidad de los carotenoides, se utilizO6 un zumo de tomate
refrigerado, incluido dentro de los productos vegetales de V gama, elaborado una
empresa local. El zumo se fabrico siguiendo el proceso estandar de la empresa a partir
de tomate fresco y adicionando un 1.6% de aceite de oliva virgen extra, zumo de limoén
y sal (0.2 g/100 g de zumo de tomate), procediendo posteriormente a una “flash”
pasterizacion (96°C durante 30 s) y a un envasado en aséptico en un envase tetrabrik
de 500 ml, siguiendo el esquema representado en la Figura 15.

[ Tomate ]
Obtencion del EMPRESA g e
triturado de tomate GRUPO DE INVESTIGACICN

[ Obtencioén del zumo Almacenamiento ] \

de tomate (82C)

\l 22 dias (mitad 44 dias (Fin de ‘
de la vida la vida ‘
comercial) comercial) ;“I

v :

Analisis de los principales
compuestos volatiles, enzimas (LOX
” y HPL) y licopeno (ismeros
L cis/trans)

Figura 15. Diagrama experimental.

Las muestras fueron analizadas para determinar la actividad de las enzimas
LOX y HPL, la evolucién de los componentes volatiles y la estabilidad del licopeno

durante la vida comercial
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Los métodos analiticos usados en esta experiencia seran descritos a
continuacién. Parte de este estudio se llevo a cabo en el Instituto de Agroquimica y
Tecnologia de Alimentos (IATA) de Valencia, perteneciente al Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) bajo la supervision y colaboracién del Dr. José

Vicente Gil Ponce.
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EXPERIENCIA 4: ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN A LA
DISPONIBILIDAD IN VITRO DE LOS CAROTENOIDES DEL PURE DE TOMATE

El objetivo de este estudio fue determinar la disponibilidad in vitro del licopeno y
sus isémeros en el puré de tomate suministrado por Juver Alimentacion, siguiendo un
modelo de digestion gastrica (GD) e intestinal (ID). Para evaluar este efecto se
seleccionaron inicialmente todos aquellos factores aparentemente criticos (apparent
critical factors, ACF) que pueden ser decisivos para determinar la biodisponibilidad de
estos compuestos de acuerdo a las referencias encontradas en la bibliografia
cientifica. En total se seleccionaron 11 factores aparentemente criticos tal y como se

muestra en la Figura 14 y en la Tabla 12.

— [ Aceite de oliva ] T
[ PURE DE TOMATE ]..

Tratamiento
- térmico
120 g
B Tiempo
y [ pH ][ digestion ]
[ Digestion Gastrica ]" .
Concentracion
de pepsina
40¢
digestion
[ Disgestién Intestinal ] [ Velocidad J Concentracion
igestion Intestina fastia
digestion de pancreatina

Colipasa y sales biliares
10 mL pancreatica

[ Obtencion de la fase micelar ]

Figura 14. Esquema del proceso experimental y factores controlados durante el proceso de

digestion in vitro.

Dos de los diez factores seleccionados estaban relacionados con la fase de
inicial de preparacion de muestra (aplicacion de tratamiento térmico y la presencia de

aceite), tres factores relacionados con la fase de digestion géastrica (el pH géstrico, el

57



Material y métodos

tiempo de digestion gastrica, y la concentracion de pepsina) y los factores restantes
con diferentes condiciones de la digestion intestinal simulando la digestion en el
intestino delgado (el pH intestinal, la concentracién de pancreatina y sales biliares, la
presencia de colipasa pancreética, el tiempo de digestidn intestinal y la velocidad de
digestion intestinal).

Todos los factores fueron codificados como variables independientes X; (para i=
1 al 11). Esta codificacion nos permite transformar las variable naturales en variables
codificadas, definiendo las variables codificadas como variables sin dimensién y que
presentan todas ellas la misma media aritmética y la misma desviacion estandar
(Myers y Montgomery, 1995). Para cada una de las variables se tomaron dos niveles
un nivel bajo (nivel -1) y otro alto (nivel +1), siguiendo un disefio experimental de

Placckett-Burman, tal como se relaciona en la siguiente tabla (Tabla 12).

Tabla 12. Caracteristicas de los veinticuatro ensayos realizados en el disefio experimental de
Plackeet-Burman y los niveles bajo o alto aplicado a cada uno de los factores aparentemente
criticos. La columna orden muestra el orden aleatorio en el que se debe realizar los ensayos y
la columna N° el nUmero de ensayo correspondiente.

Orden N° X1 Xs X3 Xa Xs Xe Xq Xg Xg X10 X11

13 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1
22 2 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1
2 3 -1 1 -1 -1 1 -1 1 1 1 -1 -1
5 4 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 -1
28 5 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1
4 6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1
12 7 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1
20 8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
29 9 1 -1 -1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1
32 10 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 1 1 -1
17 11 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 1
9 12 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 1
3 13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
15 14 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1
1 15 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
7 16 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1
21 17 -1 -1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1
25 18 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1
30 19 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1
6 20 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1
16 21 -1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1
23 22 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1
27 23 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1
31 24 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 1 1
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Los rangos experimentales considerados en el disefio son especificados en la
Tabla 13.

Tabla 13. Factores aparentemente criticos (ACF), considerados a dos niveles, en el disefio
experimental de plegamiento con un nivel de resolucion IV. Los factores estdn expresados
como variables codificadas (X;.11) y con las abreviaturas actuales correspondientes a las
variables crudas originales.

Factores Criticos (ACF) Simbolo Nivel
Cédigo Actual -1 +1
Tratamiento térmico X1 T, Si no
Presencia de aceite de oliva (%) Xs Aceite 5 7.5
pH gastrico X3 pHep 2 4
Tiempo de digestion gastrica (min) X4 Tiempogp 15 60
Concentracion de pepsina (mg/100g) Xs Chpepsina 500 800
pH intestinal Xe pHp 6 7.5
Concentracion de pancreatina (mg/100 g) Xy Chrancr 100 180
Concentracién de sales biliares (mg/100 @) Xg Chiliar 100 1000
Concentracién de colipasa (mg/100 g) Xo Cecolip 0 100
Tiempo de digestion intestinal (min) X1i0 Tiempo,p 60 120
Velocidad de la digestion intestinal (rpm) X11 Velp 100 500

Para identificar los factores influyentes (influencing factors, IF) que son
decisivos para la disponibilidad in vitro del licopeno y para su isomerizacion durante la
fase de digestion, fue aplicado el disefio experimental de Plackett-Burman (PB)
(Plackett y Burman, 1946) basado en las matrices de Hadamard, en el cual el nimero
de experimentos que hay que realizar para evaluar el efecto de los factores
considerados claves es mdltiple de 4. Se utilizé un nivel de resolucion IV que permite
gue los principales efectos no sean confundidos por la interaccién de dos factores,
permitiendo evaluar el efecto primario de cada uno de los ACF seleccionados
(Robinson, 2000). Con este nivel de resolucién y mediante una estrategia estadistica
de plegamiento conforme al criterio de Box y Hunter (Box y Hunter, 1961), fueron
utilizados 24 ensayos en el disefio experimental de PB. La ventaja obvia de este tipo
especifico de disefio experimental es el nimero limitado de ensayos para evaluar los
efectos primarios de los numerosos ACF seleccionados previamente y que en la
experiencia realizada resultan ser 11 (Tabla 13) (Antony, 2003). De esta forma los

efectos primarios de los 11 ACF pueden ser cuantificados con tan soélo 24
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experimentos frente a los 2048 que serian necesarios realizar en el caso de utilizar un
disefio factorial completo, lo que permite identificar entre los ACF cuales son
realmente influyentes (IF), con un menor gasto de tiempo y de recursos materiales y
humanos. Finalmente los experimentos fueron realizados en orden aleatorio (orden
trial), porque la aleatorizacién permite eliminar los errores analiticos asociados al
investigador o a otras fuentes externas de variabilidad, evitando asi conclusiones
erréneas (Joglekar y May, 1987; Robinson, 2000). La Tabla 12 muestra los 24
ensayos realizados de acuerdo al disefio experimental PB y los niveles (bajo o alto)
considerados en cada uno de los factores. Para cada ensayo los pardmetros analiticos
a estudiar se realizaron por triplicado. El procedimiento analitico seguido en cada uno
de los ensayos sera descrito posteriormente en la seccion de Metodologia Analitica. El
disefio experimental de PB fue generado y los resultados analizados utilizando el
paquete estadistico Statistica software package (StatSoft, Inc., Tulsa). El disefio y el
andlisis estadistico fueron realizados en colaboracién con el Dr. Francisco Rincon de

la Universidad de Cordoba.
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METODOLOGIAS ANALITICAS UTILIZADAS

A continuacién se describen las diferentes técnicas analiticas utilizadas en el
desarrollo del trabajo experimental de la presente Tesis Doctoral.

DETERMINACION DE CAROTENOIDES

Los carotenoides fueron analizados en las distintas muestras utilizadas
mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) de acuerdo con el método
establecido por Bohm (2001) y Seybold et al. (2004).

I.  Aparatos y equipos:

o Espectrofotometro ThermoScientific UV-Visible modelo Evolution 300
(England).
e Agitador de tubos Heidolph (Schwabach, Germany).
e Centrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5804 R (Hamburg, Germany).
e Homogenizador lka-Werke (Staufen, Germany).
¢ Rotavapor Heidoph (Germany).
e Termostato de inmersion BT-25 (SBS Instruments, Badalona, Espafia).
e Bomba de vacio Trivac (Leybold-Heraeus, Mellor Road, USA)
e Sistema de HPLC compuesto por:
- Bomba Merck-Hitachi L-2130 (Merck, Darmstadt, Germany).
- Inyector Merck-Hitachi L-2200 (Merck, Darmstadt, Germany).
- Columna Cs (5 mm de tamafio de poro, 250 x 4.6 mm) (Trentec,
Gerligen, Alemania).
- Termostatizador con célula Peltier modelo MFE-01 (Andlisis vinicos
S.L., Tomelloso, Spain).
- Detector Merck-Hitachi de diodos en linea L-2455 (Merck, Darmstadt,

Germany).
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1. Reactivos

e Tetrahidrofurano (THF) (Merck, Darmstadt, Germany).

¢ Metanol (MeOH) (Sigma, St. Louis, USA).

o Oxido de magnesio (Scharlau, Barcelona, Espafia).

e Metil terc-butil éter (TBME) (Merck, Darmstadt, Germany).

e Butilhidroxitolueno (BHT) (Sigma, St. Louis, USA).

e Ciclohexano (Sigma-Aldrich, St Louis, USA):Tolueno (J.T.Baker, Deventer,
Holland).

I"l. Patrones

Como patrones fueron usados el B-apo-8'-(trans)carotenal (Fluka, Buschs,
Switzerland) como patrén interno, y el trans-licopeno (CaroteNature, Ostermundigen,

Switzerland) y el B-caroteno (Sigma, St. Louis, USA) como patrones externos.

V. Procedimiento

Las muestras fueron sometidas a tres extracciones con MeOH/THF (1+1, v/v)
con un 0.1% de BHT) El proceso consistié en adicionar 400 mg de MgO, 200 uL de
trans-B-apo-8'-carotenal (usado como patrén interno) y 35 mL de MeOH/THF a 0.6 g
de muestra de tomate previamente triturado, y homogeneizar durante 5 min mediante
el uso de un agitador magnético. La solucion resultante fue filtrada al vacio usando un
filtro Whatman N°5. La extraccion fue repetida dos veces mas hasta la pérdida total de
color y combinada con los extractos previamente obtenidos. El siguiente paso supuso
la evaporacion del extracto con un rotavapor al vacio y a 30°C. El residuo obtenido fue
vuelto a disolver en MEOH/TBME (1+1, v/v) hasta un volumen final de 10 mL. A
continuacién la solucién fue centrifugada a 11000 rpm durante 10 minutos y el

sobrenadante directamente analizado mediante HPLC.

Para la separacion y cuantificacion de los carotenoides por HPLC se utilizé una
columna C3p mantenida a una temperatura de 17°C. Se us6 un método de gradiente
con un flujo de 1.3 mL™ min constituido por MeOH (Solvente A) y MTBE (Solvente B).

El gradiente establecido se muestra en la siguiente tabla (Tabla 14):
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Tabla 14. Gradiente establecido en la determinacién de carotenoides mediante HPLC.

Tiempo (min) MeOH (%) TBME (%)

0 90 10
35 55 45
45 40 60
56 40 60
60 90 10

A partir de los patrones se prepararon soluciones madre concentradas
empleando como solvente la mezcla ciclohexano:tolueno. Para la calibracion, las
soluciones patron se diluyeron a la concentracion adecuada en la mezcla
MeOH/TBME: para su posterior inyeccion en el HPLC. El célculo de la concentracion
del patron de licopeno y B-caroteno se realizé mediante espectrofotometria a 472 y
450 nm respectivamente, empleando un coeficiente de extincién molar (€) del licopeno
en hexano de 3450 dI/g cm y 2180 dl/g cm para el B-caroteno, aplicando la siguiente

ecuacion:

Concentracion (mg/mL) = [(Absorbanciaparen — Absorbanciagiancoe)! €472nm] X 10°

Puesto que los patrones de los is6meros cis del licopeno no estaban
disponibles, estos fueron identificados en base a sus tiempos de retencion y espectro
de absorcion descritos en la literatura (Seybold et al., 2004; Frohlich, et al., 2007). El
contenido en carotenoides fue expresado como mg/Kg de peso fresco. En la Figura 16
se muestra un cromatograma con la identificacion de los distintos compuestos y sus

tiempos de retencion.
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Figura 16. Cromatograma para carotenoides obtenido mediante HPLC.

DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

La cuantificacién de los fenoles totales de las distintas muestras de tomate se
realizd, tras la hidrélisis acida y alcalina de la muestra, y mediante la técnica
espectrofotométrica basada en la utilizacion del método de Folin-Ciocalteu propuesto

por Singleton y Rossi (1965), modificado y adaptado a muestras de tomate por Gahler
et al. (2003).

I.  Aparatos y equipos

e Espectrofotbmetro ThermoScientific UV-Visible modelo Evolution 300
(England).

e Agitador de tubos Heidolph (Schwabach, Germany).

e Centrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5804 R (Hamburg, Germany).

64



Material y métodos
Il.  Reactivos

e Solucion de Na,CO; (Aldrich, Steinheim): pesar 15 gr de Na,CO; vy llevarlos a
200 mL con agua.

¢ Reactivo de Folin-Ciocalteu (Fluka, Buschs, Switzerland): Diluirlo 1:10 en agua.

e HCI1M.

e Solucion 2M de NaOH (Scharlau, Espafia) en metanol al 75%: 16 g de NaOH
en 50 mL de agua mas 150 mL de metanol.

e Solucion de acido metafosférico (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 0.75 M: 14.7 g
de MPA en 200 mL de agua.

¢ Mezcla de acetona (Quemical, Barcelona, Espafia) /agua 1+1 (v/v).

Ill. Patrones

Solucién madre de acido galico se prepard pesando 10 mg y llevandolo a 100
mL con agua. Se repartié la solucibn madre en alicuotas de 1 mL en viales y se
congeld a -30°C hasta su uso. A partir de esta solucion se prepararon los diferentes

patrones que constituyeron la recta de calibrado, comprendidos entre 0 y 100 mg/L.

IV. Preparacion de la muestra

Para la determinacion de fenoles totales se tomaron 2 gramos de zumo de
tomate, pesados en un tubo de centrifuga. A continuacion se le adicioné 1 mL de HCI
1M, agitdndose durante 1 minuto e incubandose en un bafio de agua a 37°C durante
30 minutos. Una vez transcurrida la primera hidrélisis (acida), se retir6 del bafio, se
agitoé la muestra durante 1 minuto en vortex y se adiciond 1 mL de NaOH (2M en 75%
de MeOH), agitdndose durante 1 minuto e incubandose de nuevo durante 30 minutos
a 37°C (en agitacion). Tras la hidrélisis alcalina se adicion6 1 mL de MPA (0.75M), se
agité y centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos. Una vez concluido el proceso, se
separaron las fases, de forma que el sobrenadante se llevo a un matraz de 10 mL y el
precipitado se volvio a disolver con 1 mL de Acetona: Agua (1+1), para volver a ser
centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos. Seguidamente, se unieron los
sobrenadantes y se volvié a centrifugar (5000 rpm durante 30 minutos). Finalmente se

recogié de nuevo el sobrenadante y se llevd a un volumen final de 10 mL con la
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solucion de Acetona: Agua. Las muestras se almacenaron en congelacién a -30°C

hasta su andlisis.

V. Procedimiento

Para cuantificar los compuestos fendlicos totales se realiz6 la reaccion
colorimétrica con el reactivo de Folin-Ciocalteu diluido, pipeteando en las microcubetas

de pléastico los volumenes recogidos en la siguiente tabla (Tabla 15):

Tabla 15. Procedimiento de cuantificacion de los compuestos fendlicos totales.

Blanco P1 P2 P3 P4 P5 Muestra
C (mg/L de &c. Galico) 0 20 40 60 80 100 =
Solucidn de &c. Galico - 20pL 40 pL 60puL  80pL 100 pL -
Agua 100uL 80pL  60uL  40uL 20 pL ~ ~
Muestra -- -- -- -- -- -- 100 pL

Folin-Ciocalteu (1:10) 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL 05mL 05mL 05mL

Solucién de Na,COs 0.4mL 0.4mL 0.4mL 0.4mL 04mL 0.4mL 0.4mL

Posteriormente, las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 2
horas y se midi6 la absorbancia a 750 nm realizando el autocero frente al aire sin
cubeta. Los resultados fueron expresados como mg de equivalentes de acido galico
(GAE)/Kg de peso fresco, de acuerdo a la recta patron elaborada con las diferentes

soluciones patrones, tal y como se muestra en la siguiente Figura (Figura 17).
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Figura 17. Recta patrén de los compuestos fendlicos.

DETERMINACION DE FLAVONOIDES LIBRES

La cuantificacion de los flavonoides libres en las diferentes muestras de tomate
se realizé mediante la técnica espectrofotométrica descrita por Dewanto et al. (2002)

para la determinacién de flavonoides en tomates.

I. Aparatos y equipos

o Espectrofotometro  ThermoScientific UV-Visible modelo Evolution 300
(England).

e Agitador de tubos Heidolph (Schwabach, Germany).

e Centrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5804 R (Hamburg, Germany).

Il. Reactivos

e Solucion de NaNO, (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) al 5%.
e AICI; 6H,0 (Aldrich, Steinheim, Germany)

e Solucion de NaOH (Scharlau, Espafia) 1M.

e (+)-Catequina (Sigma, St. Louis, USA).
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[ll. Patrén

La (+)-Catequina fue usada como estandar usando las siguientes soluciones:
10, 20, 40, 60, 80 y 100 mg/L para obtener la recta patrén que aparece en la siguiente
figura (Figura 18)

0.35 T 0.296

0.30 A 0.223

0.25 -

0.20 A

0.15 +

0.10 - y =0,0029x + 0,0012

0.05 - R?=0,9945

0.00 . . ‘ . . .
0 20 40 60 80 100 120

mg (+)-catequinallL

dABS

Figura 18. Recta patron flavonoides.

V. Procedimiento

Para la determinacion de los flavonoides libres se tom6 una alicuota de 200 pl
de un extracto de acuoso de las muestras de tomate y derivados, que fue preparada
mezclando 2 g de muestra con 10 mL de agua destilada, separando el sobrenadante
mediante centrifugacién. Posteriormente, el volumen del extracto fue mezclado con
1.25 mL de agua destilada adicionando seguidamente 75 pl de NaNO, al 5%. Pasados
6 minutos, se afiadieron 160 pl de una solucién de AICI; 6H,0 y se dejé durante 5
minutos antes de afadir 500 pl de NaOH 1M. Finalmente, la mezcla se llevé a un
volumen de 2.5 mL con agua destilada agitando en un agitador de tubos hasta
conseguir la completa homogenizacién. La absorbancia se midi6 en el
espectrofotobmetro a 510 nm, inmediatamente después del blanco y los patrones. El
contenido total de flavonoides se cuantifica de acuerdo a la recta patron (Figura 18) y
es expresado como mg equivalentes de catequina (CE) por Kg de tomate (Dewanto et
al., 2002).

68



Material y métodos

DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS INDIVIDUALES

Los compuestos fendlicos individuales mayoritarios del tomate se analizaron y
cuantificaron por HPLC siguiendo el método de extraccion y andlisis descrito por
Garcia-Valverde et al. (2011) para muestras de tomate.

I.  Aparatosy equipos

e Agitador de tubos (Heidolph, Schwabach, Germany).

e Centrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5804 R (Hamburg, Germany).

e Concentrador al vacio Eppendorf modelo 5301 (Hamburg, Germany).

e Sistema de HPLC Agilent 1200 Series con detector de diodos y horno
(Mechelen, Belgium).

e Columna RP-18 Lichrocart, 250 x 4 mm, 5um (Merck, Darmstadt, Germany).

Il. Reactivos

¢ Metanol al 70%.

¢ Metanol (Sigma, St. Louis, USA).

e Agua acidificada con 0.05% de acido trifluoroacético (Sigma, St. Louis, USA) a
pH 2.

Ill. Patrones

e Acido clorogénico, &cido ferdlico, acido cafeico, acido coumarico, rutina y

naringenina y la miricetina y el kaempferol (Sigma, St. Louis, USA).

IV. Procedimiento

0.1 g de tomate liofilizado y 1.5 mL de MeOH al 70 % fueron homogeneizados
durante un minuto en un agitador de tubos. La suspension fue posteriormente
centrifugada a 13000 rpm durante 10 minutos, repitiendo este proceso de extraccion

hasta 3 veces. Los sobrenadantes fueron combinados y concentrados en un
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concentrador Eppendorf modelo 5301 a vacio, hasta reducir el volumen inicial a un
volumen final de 1 mL. Los compuestos fendlicos individuales fueron analizados por
HPLC con un detector diodo array (Agilent 1200 Series, Mechelen, Belgium), una
columna RP-18 (Lichrocart, 250 x 4 mm, 5um (Merck, Darmstadt, Germany) y a una
temperatura de 15°C. El gradiente de agua acidificada (A) y MeOH (B) a un flujo de 1

mL min™ fue establecido segun la siguiente tabla (Tabla 16):

Tabla 16. Gradiente establecido para determinacién y cuantificacién de los compuestos
fendlicos individuales.

Tiempo (min) A (%) B (%)

0 80 20
45 35 65
55 80 20

El tiempo total del andlisis fueron 60 minutos. Los compuestos fueron
identificados por comparacién de espectros y cuantificados mediante comparacion de
sus areas con las de los patrones. Las mediciones espectrales UV-visible se realizaron
en un rango de 210-400 nm. Los cromatogramas fueron registrados a 320 nm para los
acidos hidroxicinamicos (acido clorogénico, acido cafeico, acido p-coumarico, acido
ferdlico), a 360 nm para los flavonoides (kaempferol, miricetina, luteolina, quercetina y
rutina) y 280 nm para la naringenina. Los compuestos derivados fueron identificados
por comparacién de sus espectros con los de los patrones reales y fueron
considerados como derivados cuando existi6 un 90% o mas de similitud con el
espectro del patrén. Los compuestos fendlicos individuales fueron calculados como mg
por Kg de peso seco, pero los datos fueron convertidos en peso fresco, expresandolo

por lo tanto como mg/Kg de peso fresco.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE BASADA EN LA
REDUCCION DEL RADICAL ABTS®

La determinacién de la actividad antioxidante en los zumos de tomate se llevé a
cabo segun la técnica descrita por Miller et al. (1996). La técnica esta basada en la

reduccion del cation ABTS" por los antioxidantes presentes en la muestra. La solucion
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del radical presenta una coloracion verde cuya absorbancia que se mide a 734 nm. La
presencia de antioxidante en la muestra provoca una disminucion de la coloracién
verde del radical. La magnitud de la disminucion es proporcional a la concentracion de

antioxidantes.

I.  Aparatos y equipos

Espectrofotometro  ThermoScientific UV-Visible modelo Evolution 300
(England).

e Agitador de tubos Heidolph (Schwabach, Germany).

e Centrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5804 R (Hamburg, Germany).

¢ Homogenizador (Ika-Werke, Staufen, Germany).

Il. Reactivos

e Tampén fosfato salino pH 7.4 [0.218 mg de KH,PO,, 1.494 g de
Na,HPO,-2H,0 y 8.766 g de NaCl en 1 L de agua.

e Acido 2,2- diazino-di-(3-etilbenzoiatolin) sulfénico (ABTS) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA).

e Oxido de manganeso (IV) (Panreac, Barcelona, Spain).

¢ Hexano (Merck, Darmstadt, Germany).

e Acetona (JTBaker, Deventer, Holland).

e Etanol (JTBaker, Deventer, Holland).

Il. Patrén

e Acido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA).

Se utilizé el Trolox como antioxidante de referencia o patrén, preparandose una
solucion madre de 2.5 mM en tampoén fosfato salino. Diariamente se prepararon 5
patrones de concentraciones 0.0125, 0.0250, 0.0500, 0.1 y 0.1250 mM diluyendo la

solucion madre con tampon fosfato salino.
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IV. Preparacién de las muestras

Para determinar la actividad antioxidante se prepararon dos tipos de extractos,
hidrofilico y lipofilico, con el objetivo de poder extraer todos los compuestos
antioxidantes del tomate con diferentes estructuras quimicas y propiedades. Los
procedimientos seguidos en la preparacion de cada uno de estos extractos se detallan

a continuacion:

e Extracto hidrofilico: se tomaron 2 g de muestra de tomate en 10 mL de
agua, agitado durante 1 minuto. Después, se centrifugd la mezcla a 5000
rpm durante 5 min y se utilizé el sobrenadante obtenido para determinar la
actividad antioxidante.

e Extracto lipofilico: Se pes6 1 g de la muestra, y se le afiadié 20 mL de una
mezcla hexano:acetona:etanol (2:1:1), agitando durante 30 minutos y
protegido de la luz. Posteriormente, se adicionaron 15 mL de agua
destilada y se centrifuga a 5000 rpm durante 5 minutos, para separar la
fase apolar (hexano) que contiene la fraccibn con los compuestos
lipofilicos de las muestras de tomate. El extracto lipofilico se lleva a un
volumen final de 10 mL con hexano y se toma una alicuota de 1 mL,
evaporando el solvente bajo corriente de nitrégeno. El extracto seco se
disuelve en 0.5 mL de 2-propanol y para analizar su actividad antioxidante
frente al radical ABTS".

V. Procedimiento

Para producir el radical, se hizo pasar una solucion madre 5mM de ABTS en
tampon fosfato salino a través de un filtro de papel con 6xido de manganeso. Para
retirar el exceso de 6xido de manganeso se filtrd la solucién de radical ABTS activado
a través de un filtro Whatman de 0.22 ym de tamafio de poro. Esta solucién se fue
diluyendo posteriormente con tampon fosfato salino 5mM a pH 7.4 hasta alcanzar una
absorbancia a 734 nm de 0.70+0.02. A continuacién la solucién se preincub6 a 30°C
antes de su uso, utilizdndola en estas condiciones de temperatura. La solucion de

trabajo se prepar6 diariamente.

Una vez preparados los patrones, el blanco y los extractos de las muestras, se
procedié al desarrollo de la reaccion colorimétrica de acuerdo al siguiente

procedimiento recogido en la Tabla 17.
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Tabla 17. Procedimiento para la determinacion de la actividad antioxidante basada en la
produccion del radical ABTS".

Blanco Patrén Muestra
Agua 100 pL -- --
Patrén -- 100 yL --
Muestra -- -- 100 uL
Sol. ABTS 1mL 1mL imL

Al afiadir el volumen de la muestra, agua o patrén a la solucion del radical
ABTS" se acciond el cronémetro y se agitdé la mezcla durante 30 segundos en un
agitador vortex, midiendo la absorbancia a 734 nm a los 2 minutos del inicio de la
reaccion. La reduccién de la coloracion en la solucién del radical ABTS® es
proporcional a la actividad antioxidante de la muestra, aplicando la siguiente expresién
matematica para calcular el porcentaje de actividad antioxidante (AA) en los patrones y
en la muestra problema:

%AA = [(Ab solucion de trabajo — Ab muestra/blanco)/ Ab solucién de trabajo] x 100

Una vez calculado el %AA los patrones se elabor6 la recta patron,
representando el %AA de las soluciones patrones frente a concentracion de Trolox tal
y como se muestra en la Figura 19. A partir de esta recta se calculé la actividad
antioxidante total de las muestras que se expres6 como mmol de equivalentes de
Trolox por Kg de muestra.
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Figura 19. Recta patron de Trolox para la determinacién de la actividad antioxidante mediante
el ensayo TEAC.

PODER ANTIOXIDANTE PARA REDUCIR AL ION FERRICO (FRAP)

EL potencial antioxidante de los extractos de tomate fue estimado usando el
ensayo FRAP (Benzie y Strain, 1999). A bajo pH, cuando el complejo 2, 4, 6-tripiridil-s-
triazina férrico (Fe™-TPTZ) es reducido al complejo 2, 4, 6-tripiridil-s-triazina ferroso
(Fe*:-TPTZ) un color azul intenso se desarrolla con una absorcién maxima de 593 nm
(Benzie y Strain, 1996; Bahorun et al., 2004).

I.  Aparatos y equipos

o Espectrofotbmetro ThermoScientific UV-Visible modelo Evolution 300
(England).
e Agitador de tubos Heidolph (Schwabach, Germany).

Il. Reactivos

e Buffer de acetato de sodio 300 mM pH 3,6 (C,HsNaO,-3H,0) (Scharlau,
Barcelona, Espafia) y C,H40, (BDH Laboratory Supplies, England).

e Solucion 10 mM TPTZ (2, 4, 6 tris (2-piridil)-s-triazina) 98% (Sigma, St. Luis,
USA) en una solucion 40mM de HCI (Riedel de Haén, Alemania).

e Solucion 20 mM de FeCl;-6H,0 (Riedel de Haén, Alemania).
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[ll. Patrén

e La solucién de Fe*? se prepardé a partir FeSO,-7H,0 (Riedel de Haen,

Alemania) en un rango de 0.1 a 2 mM (Figura 20).
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Figura 20. Recta patrén de Trolox para la determinacion de la actividad antioxidante
mediante el ensayo FRAP.

IV. Preparaciéon de la muestra

Para determinar la actividad antioxidante por la técnica del FRAP se prepar6 un
extracto hidrofilico de la muestras homogeneizando 2 g de muestra de tomate o zumo
de tomate en 10 mL de agua y agitando durante 1 minuto hasta completar una buena
dispersién. Posteriormente, se centrifugd la mezcla a 5000 rpm durante 5 min y se

utilizé el sobrenadante obtenido para el desarrollo de la reaccion colorimétrica.

V. Procedimiento

Para la reaccién se tomaron 100 yL de muestra y fueron adicionados a 1 mL
del reactivo FRAP, leyendo en continuo la absorbancia de la reaccion a 593 nm hasta
los 4 minutos. La lectura de absorbancia a los 4 minutos se usé para calcular los
valores del FRAP. Tras realizar la recta patrén con los valores obtenidos en las
soluciones patrones, se calcul6 la actividad de las muestras expresando los resultados

como mmol de equivalentes de Fe (ll) por Kg de peso fresco (mmol Eg. Fe (I1)/Kg).
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VITAMINA C

La cuantificacion del acido ascoérbico se realiz6 mediante HPLC, de acuerdo a
la metodologia descrita por Esteve et al. (1995).

I.  Equipos y aparatos

e Centrifuga para Eppendorf modelo VWR Galaxy 14D (Barcelona, Espafia).

e HPLC Merck-Hitachi LaChrom (Darmstadt, Alemania) compuesto por: Inyector
autosampler modelo L-7200, bomba modelo L-7100, columna con horno
integrado modelo L-7350 y un detector de diodos modelo L-7455.

e Agitador de tubos Heidolph (Schwabach, Germany).

[I. Reactivos

e Acido fosforico (Aldrich, Steinheim, Germany).

e Acido Metafosforico (Aldrich, Steinheim, Germany).

e Acido Metafosférico 1% (MPA) (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)
e Tampodn fosfato 0.1M (pH=3)

[1l. Patron

Acido L-(+)-ascérbico (Merck 100127, Darmstadt, Germany). Se preparé una
solucién madre de patron de concentracion 25 mg de acido ascorbico en 100 mL de
MPA (1%). A partir de la solucion madre patréon se prepararon 4 diluciones para
elaborar una recta patron. Las concentraciones de las soluciones de trabajo
empleadas para hacer la recta fueron 2.5, 6.25, 12.5 y 25 ug/mL, obteniéndose

cromatogramas como el representado en la Figura 21.
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Figura 21. Cromatograma vitamina C.

V. Procedimiento

Diez gramos de muestra fueron diluidos hasta 100 mL con MPA (1%) y
agitados durante 10 min. Los extractos fueron filtrados en primer lugar con un papel de
filtro Whatman N°1 y posteriormente con un filtro Millipore de 0.45 pym antes de ser

analizados mediante HPLC. Las condiciones del sistema fueron:

e Volumen de inyeccion de 20 pL

o Detector de diodos Array de longitud de onda fija en 245 nm

e Volumen de elucion isocratica con un caudal de 1 ml min™.

e Una columna RP-18 Lichospher 100 (12.5 cmx 0.4 cm), y 5 ym de
tamafio de particula (Merck, Darmstadt, Alemania).

e Tampon fosfato 0.1 M (pH 3.5) para la fase movil.

Los resultados se expresaron como mg de 4cido ascorbico por Kg de zumo de

tomate.
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DETERMINACION DE LA DISPONIBILIDAD IN VITRO DEL LICOPENO

La técnica de determinacion de la disponibilidad in vitro del licopeno se basa en
el método de digestion in vitro propuesto por Miller et al. (1981) y modificado
posteriormente por Garret et al. (1999) para evaluar la biodisponibilidad de los
carotenoides. La técnica consiste en simular un proceso de digestidon gastrica seguido
de una digestion intestinal, separando posteriormente la fase micelar que recoge la
fraccion de licopeno y sus isémeros disponible para su absorcion en el intestino
delgado. En esta técnica hemos introducido algunas variaciones en aquellos factores
que han sido considerados criticos, utilizando diferentes valores para estos factores
basados en datos previos obtenidos en la bibliografia cientifica, tal y como se ha

descrito previamente en la seccién de Disefio Experimental (Experiencia 4).

I.  Equipos y aparatos

¢ Bafo agitador Unitronic OR-P Selecta (Barcelona, Espafia).

¢ pH metro Crison Micro pH 2000 (Barcelona, Espafia).

Il. Reactivos

e HCI (Scharlau, Barcelona, Espafia) 0.1N.

e HCI6M y 1M (para ajustar pH en la fase gastrica).

e NaHCOg; (Aldrich, Steinheim, Germany) 0.1M.

e KOH (J.T. Baker, Deventer, Holland) 20% (para ajustar pH).

¢ NaCl (Panreac, Barcelona, Espafia) 0.9%.

e Pepsina (Sigma P-7000, 370 units/mg solid, from porcine stomach mucosa).
e Pancreatina (Sigma P-1750, from porcine pancreas).

e Sales biliares (Sigma B-8756).

e Colipasa Pancreética Porcina (Sigma C-3028, colipase from porcine pancreas).

[ll. Preparacion de las muestras

Para la preparacion de las muestras fueron tenidos en cuenta los siguientes

factores, partiendo en todos los ensayos de una misma cantidad de muestra
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correspondiente a 150 g de puré de tomate. De estos 150 g, 120 g se separaron para
realizar el proceso de digestion y los 30 g restantes se almacenaron en viales de color
ambar a -80°C para proceder al analisis de licopeno y sus isomeros por HPLC.

1. La presencia/ausencia de aceite de oliva (Aceite, X,): La adicion de aceite en
las muestras dependié del tipo de ensayo. En los ensayos de nivel bajo para
este factor (-1) no se adicion6, mientras que en los ensayos con un nivel alto
(+1), se adicionaron 7.5 g de aceite, a los 150 g de muestra inicial, para
conseguir un porcentaje del 5% de aceite en la muestra. La muestra fue
homogenizada durante 5 min para conseguir una buena mezcla de las dos
fases. La adicidén de aceite se realiz6 para evaluar el efecto de la presencia de
grasa en la solubilizacion del licopeno en el interior de las micelas, hecho que

es un factor importante para facilitar la disponibilidad (Ahuja et al., 2006).

2. Tratamiento térmico (T; X;): en aquellos ensayos en los que las muestras
llevaban un nivel alto (+1) de este factor se aplicé un tratamiento térmico
durante 15 min a ebullicibn suave (evitando la evaporacibn en exceso),
simulando el proceso de preparacion culinaria de las salsas de tomate.
Posteriormente, se adicion6 el volumen de agua perdido (hasta completar 120
g), con el objetivo de mantener el mismo grado de concentracion de licopeno
gue la muestra inicial y poder evaluar el efecto del tratamiento térmico en la
isomerizacién y absorcién del licopeno. Por el contrario en los ensayos en los
gue las muestras llevaban un nivel bajo (-1) de este factor, la muestra de puré
de tomate se sometié al proceso de digestién sin un tratamiento previo de

calentamiento.

1) Fase de Digestién gastrica (GD)

Durante el proceso de GD fueron considerados los siguientes factores:

e pH de la digestion gastrica (pHep, X3): La acidez del pH es una de las fases
iniciales que puede originar isomerizacién del licopeno debido a la baja
estabilidad de este carotenoide en presencia de acidos. El pH géstrico con el
estomago vacio y en las fases de ayuno esta en torno a 1.5, sin embargo con

la presencia del alimento se elevan los valores. En los estudios in vitro se han
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utilizado valores de pH gastrico de 1.5y 2, pero segun otros autores cuando se
consumen alimentos vegetales el pH géastrico se eleva hasta 4 (Reboul et al.,
2006; Feruzzi et al., 2006) por lo que recomiendan que los ensayos con
carotenoides se realicen con este valor de pH. En este estudio se considerd
como nivel bajo (-1) un pH de 2 y nivel alto (+1) un valor de pH de 4. Los 120 g
de muestra se introdujeron en un bote de digestion grande y se ajusto el pH a
2+0.02 o0 a 4+0.02 segun el ensayo. Se utiliz6 HCI 6M para ajustar a pH 2 y
HCL 1M para ajustar a pH 4. A continuacion las muestras fueron introducidas
en un bafio termostatico a 37°C durante 10 min para atemperarlas con

anterioridad al inicio de la digestion géstrica.

Concentracion de pepsina (Cpepsina, Xs): En los procesos de digestion gastrica
recogidos en la bibliografia cientifica hay muchas variaciones en la
concentracion de pepsina utilizada, que varia en funcién del tipo de muestra y
de la cantidad de alimento ensayado. En el método de Miller et al. (1981)
utilizan 500 mg/100 g de muestra, pero otros autores aumentan los valores de
pepsina hasta 800 mg/100 g (Reboul et al., 2006). Para este factor se
seleccioné como nivel bajo (-1) una concentracion de 500 mg pepsina/100g de
muestra y como nivel alto (+1) una concentracion de 800 mg pepsina/100g de
muestra. Las diferentes concentraciones de pepsina fueron preparadas
disolviendo la cantidad de enzima necesaria (pepsina de estdbmago porcino,
Sigma P-7000) en acido clorhidrico 0.1 N). Posteriormente se afiadié 3.125 mL
de una solucién de pepsina a las muestras y se introdujeron en el bafio
termostatico a 37°C en agitacién continua a durante 15 minutos o 60 minutos

segun el ensayo, tal y como se describe a continuacion.

Tiempo de digestion géstrica (Tiempogp, X4): En la bibliografia emplean 1h de
digestién gastrica a 37°C. Este tiempo es elevado si tenemos en cuenta el
alimento sobre el que vamos a trabajar, ya que tras el consumo de alimentos
con un tamafo de particula inferior a 2 mm, el estbmago se vacia rapidamente,
y con los liquidos (como por ejemplo el zumo) se vacia de inmediato. El
vaciado gastrico se enlentece por la presencia de proteinas, por la presencia
de aceite y por la acidez. Para evaluar el efecto del tiempo de vaciado gastrico
se consider6 con nivel bajo (-1) 15 min y como nivel alto (+1) 60 min. Este
hecho no permite evaluar que el grado de isomerizacién del licopeno en
funcion de que sea ingerido solo, lo que daria un tiempo de digestion corto, o

sea ingerido con otros alimentos que alargaria el proceso de digestion gastrica.
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Transcurrido el tiempo de digestion gastrica se tomaron = 20 g para el
andlisis de licopeno y sus isémeros, anotando el pH de la muestra tras la
primera fase de digestibn. La muestra digerida es utilizada para la fase
siguiente de digestion intestinal.

2) Fase de digestion intestinal (ID)

Durante el proceso de ID fueron considerados los siguientes factores:

pH intestinal (pHgp, Xs): Una vez finalizada la digestion géastrica la muestra se
neutraliza para proceder a la digestion intestinal. Los valores de pH intestinal
varian en la bibliografia, por lo que de acuerdo a esos datos se selecciond un
pH de 6 para el nivel bajo (-1) y un pH de 7.5 para el nivel alto (+1). Para ello
se toman 40 g de la muestra digerida y se introdujo en un bote de digestion,
regulando el pH con KOH al 20%. La muestra se volvio a introducir en el bafio
termostéatico a 37°C para atemperar la muestra antes de iniciar la digestion

intestinal.

Concentraciéon de pancreatina y sales biliares (Cpancr, X7; Cailiars Xsg): La digestion
intestinal se realizé adicionando a la muestra 10 mL de una solucion de
pancreatina y sales biliares. Para la pancreatina porcina (Sigma P-1750) se
seleccionaron para el nivel bajo (-1) y alto (+1) 100 y 180 mg de
pancreatina/100 g de muestra, respectivamente. Para las sales biliares (Sigma
B-8756) se seleccion6 una concentracion de baja (-1) y alta (+1) de 100 y 1000
mg/100 g de muestra. Las sales biliares son fundamentales para favorecer la
formacion de micelas y para incorporar el licopeno a la fase micelar. Como la
pancreatina y las sales biliares se adicionan de forman conjunta se prepararon
cuatro soluciones con diferentes concentraciones de estos factores,
adicionando a la muestra 10 mL de la solucién correspondiente segun el

ensayo.

a. Solucion A para muestras con 100 mg de pepsina y 100 mg de
sales biliares.
b. Solucion B para muestras con 100 mg de pepsina y 1000 mg de

sales biliares.

81



Material y métodos

c. Solucion C para muestras con 180 mg de pepsina y 1000 mg de
sales biliares.
d. Soluciéon D para muestras con 180 mg de pepsina 'y 100 mg de

sales biliares.

e Presencia/ausencia de colipasa pancreatica (Ccolip, Xo): La colipasa pancreatica
es un factor que favorece la digestion de las grasa cuando la muestra lleva
aceite por lo que puede ser considerado un factor determinante en la formacion
de micelas y en la disponibilidad del licopeno. Se ha propuesto como
modificacion al método inicial, adicionando durante la digestién intestinal en los
ensayos con un nivel alto (+1) 1 mL de una 50 pug/mL de NaHCO3; 0.1M.Por el
contrario en los ensayos con nivel bajo (-1) no se adicioné colipasa

pancreatica.

e Tiempo de digestién intestinal (Tiempop, Xio): Una vez adicionada las
diferentes soluciones enzimaticas los botes se mantuvieron en el bafio
termostético a 37°C para realizar el proceso de digestion intestinal. De acuerdo
a la bibliografia cientifica se seleccionaron dos tiempos de digestion intestinal
60 min para el nivel bajo (-1) y 120 min para el nivel alto (+1).

¢ Velocidad de agitacion (Velp, X11): Durante el tiempo de digestion las muestras
se mantuvieron en agitacién constante, en posiciéon horizontal, utilizando dos
velocidades. Aunque en otros trabajos cientificos no se especifica la velocidad
de agitacion, este puede ser un factor importante en la fase de digestion
intestinal, ya que la accion mecanica puede favorecer la formacion de micelas y
la incorporacién del licopeno a las mismas. Por ello las muestras se
mantuvieron durante el tiempo de incubacion en agitacion a 40 rpm (en los

ensayos de un nivel bajo, -1) y a 80 rpm (en los ensayos de un nivel alto, +1).

Transcurrida la ID, se recogieron = 20 g de muestra digerida para el analisis de
licopeno y de sus isdmeros y el resto de muestra se utilizé6 para separar la fase

micelar.
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3) Separacion de la fase micelar

Para la obtencion de la fase micelar, 10 mL de la muestra obtenida tras la ID se
dejaron en reposo y oscuridad durante 16 horas a temperatura ambiente,
centrifugando posteriormente a 5000 rpm durante 20 minutos y a 4°C (Granado-
Lorencio et al., 2007b).

Todas las muestras de las distintas fracciones (muestra inicial, GD, ID y fase
micelar) fueron introducidas en un tarro de cristal opaco, en atmésfera de N, y
almacenadas a -80°C hasta su posterior andlisis. En todas las fracciones se determiné
el contenido total de licopeno y sus isomeros mediante el método de HPLC descrito

anteriormente.

EXTRACCION Y DETERMINACION DE COMPUESTOS VOLATILES MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE GASES

La extraccion y determinacion de volatiles en tomate se llevo a cabo siguiendo

la metodologia descrita por Tandon et al. (2003).

I.  Equipos y aparatos

e Agitador de tubos Heidolph (Schwabach, Germany).

e Centrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5804 R (Hamburg, Germany).

¢ Homogenizador lka-Werke (Staufen, Germany).

¢ Rotavapor Heidoph Laborota 4002 (Schwabach, Germany).

e Bomba de vacio Trivac Leybold-Heraeus (Mellor Road, USA).

e Cromatografo de gases CG Thermo Trace TM GC Ultra con detector de
ionizacion de llama asociado a un espectrometro de masas Termo DSQ.

e Columna capilar HP-INNOWAX (Agilent-Technologies, Colorado, USA) de 30
metros de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 um de espesor de fase
estacionaria.

e Fibra Supelco (Pennsylvania, USA) DVB (divinil-benceno) / CAR (carboxeno) /

PDMS (polidimetilsiloxano), para la fase de adsorcion.
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[l. Reactivos

e Solucion saturada de CaCl, (Merck, Darmstadt, Germany).

¢ NaCl (Panreac, Barcelona, Spain).

I1l. Patrones

e Patrén interno: Solucién de 2-Octanol (Fluka, Steinheim, Germany) en etanol
de una concentracién 16.4 pug/mL.

e Patrones externos: Hexanal, E-2-Hexenal, 6-Metil-5-Hepten-2-ona, 1-Hexanol,
3-Hexenol, 2-Isobutiltiazol, 6-Metil-5-Hepten-2-ol, B-ionona, Z-3-Hexanal, E,E-
2-4-Hexadienal (Aldrich, St Louis, USA).

IV. Preparaciéon de la muestra

A 40 mL de zumo de tomate refrigerado se le adicionaron 10 mL de la solucién
saturada de CacCl,, y la mezcla fue homogeneizada durante 10 s, con el objetivo de
inactivar las enzimas presentes en el zumo. A continuacion la muestra se filtr6 al vacio
y para, posteriormente, ser centrifugada durante 15 minutos a 3500 rpm. El
sobrenadante fue recogido tras la centrifugacion y se almacen6 a -20°C hasta ser

utilizado para el andlisis de los compuestos volatiles.

V. Procedimiento

En un tubo de ensayo con tapon de rosca y septum incorporado se pesaron
0.7gr de NaCl. Posteriormente se adicionaron 3 mL de la muestra previamente
atemperada a temperatura ambiente (muestra o el extracto de muestra obtenido
anteriormente), y se dej6é durante 30 min en agitacion a temperatura ambiente. A
continuacioén se introdujo la fibora DVB/CAR/PDMS para iniciar la fase de adsorcion de
compuestos volétiles al espacio de cabeza, dejandola durante 30 min. La fibra se
colocé en el punto de inyeccién del cromatdgrafo de gases y se mantuvo durante 4
min a 240°C. Los parametros y condiciones de funcionamiento del cromatografo de

gases se describen a continuacion:
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- Helio como gas portador a un flujo de 1 mL min™.
- Temperatura del detector: (FID) 300°C.
- Temperatura del inyector: 240°C.
- Temperatura del horno: Se utilizé la siguiente rampa de temperatura
o 40°C durante 5 min.
o Incremento de 5°C/min hasta 150°C.
o Incremento hasta 250°C a razén de 20°C min™.
o Mantenimiento a 250°C durante 10 min.

La identificacibn de los compuestos volatiles se llevd a cabo mediante
espectrometria de masas acoplada al cromatégrafo de gases. Las condiciones en las

gque se mantuvo el espectrémetro de masas fueron:

- Temperatura de ionizacion: 200°C.

- lonizacién de impacto electrénico: 70 eV.

Finalmente se procedié a la comparacién de espectros de masas con la
biblioteca Willey6, NISTDEMO, MAINLIB y REPLIB, cuantificandose los compuestos
volatiles mediante el uso de curvas de calibrado que respondian a la siguiente

ecuacion:

Area cromética= Factor de respuesta FID x Concentracién

El 4rea minima integrable fue de 20-40 unidades arbitrarias de sefial

cromatogréfica.

TECNICAS DE DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

La extraccion y determinacién de las enzimas LOX y HPL se llevd a cabo

siguiendo la metodologia descrita por Aguilé-Aguayo et al. (2010).
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I.  Equipos y aparatos

e Agitador de tubos (Heidolph, Schwabach, Germany).

o Envasadora al vacio Franke modelo EVE-120, Barcelona, Espafa).

e Espectrofotémetro UV-Visible modelo Evolution 300 (ThermoScientific,
England).

e Centrifuga refrigerada modelo 5804 R (Eppendorf, Hamburg, Germany).

Il. Reactivos

e Tampodn fosfato de sodio 0.5 mol/L (pH 6.5).

e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

e Tampo6n fosfato de sodio 0.2 mol/L (pH 6.5).

e Hidroxido de sodio 0.05 mol/L.

¢ NADH 10mmol/L (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

o Solucion de ADH (Alcohol Dehydrogenase from yeast) de 5 unidades/puL
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

e Acido linoleico (Sigma, St. Louis, USA).

e Tween 20 (Sigma, St. Louis, USA).

lll. Preparacion de la muestra

Los tomates fueron lavados, secados, cortados y homogeneizados. El zumo
resultante fue filtrado para eliminar pieles y semillas. Para conservar mejor la actividad
enzimatica fueron sellados al vacio en bolsas de plastico de polietileno. El tratamiento
térmico al que fue sometido el triturado de tomate consisti6 en una pasterizacion

rapida a 96°C durante 30 s y posterior envasado en frio y en tetrabrik.

IV. Procedimiento

LOX y HPL fueron extraidas mezclando 5 mL de la muestra de zumo de tomate
con 2 mL de tampdn fosfato de sodio 0.5 mol/L (pH 6.5) y 5 g/L de Triton X-100 en un
tubo de centrifuga. EI homogeneizado fue centrifugado a 10000 x g durante 15 min a

4°C, desechando el precipitado obtenido.
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- Medida de actividad LOX

La actividad LOX se determind mediante monitorizacion continuada de la
formacion de dienos conjugados a partir del acido linoleico. El sustrato estuvo
constituido por:

e 10 pL de acido linoleico.

o 4 mL de agua destilada (libre de oxigeno).
e 1 mL de Hidroxido de sodio 0.05 mol L™.
e 5L de Tween 20.

La mezcla se agité y diluyo hasta 25 mL con agua destilada. La medida de

actividad fue medida a 25°C. Cada cubeta de cuarzo contuvo:

e 2.7 mL de tampdn fosfato 0.2 mol/L (pH 6.5).
e 40 pL de sustrato (Incubar 10 minutos a 30°C).

La reacciébn comenzé con la adicion de 100 puL de extracto enzimatico y el
incremento en la absorbancia fue seguido espectrofotométricamente a 234 nm durante
4 minutos a 22°C. El blanco se prepar6 con 0.5 mL de agua destilada y 3 mL de
sustrato. La actividad LOX se determind a partir de la pendiente de la porcién lineal de
la curva obtenida. Una unidad de actividad LOX es definida como el cambio de 0.001

unidades de absorbancia min® mL* de extracto enzimatico a 22°C. £=25.000 M* cm™.

- Medida de la actividad HPL

Este ensayo se lleva a cabo mediante la oxidacién de la nicotinamida adenina
dinucleétido (NADH), un cofactor de la alcohol deshidrogenasa (ADH), el cual cataliza
la conversion de los productos aldehidicos de la actividad HPL hacia alcoholes. La

mezcla contendra:

e 2.7 mL de tampon fosfato de sodio 0.2 mol/L (pH 6.5).

e 30 pL de NADH 10mmol/L.

e 30 pL de la solucién de ADH de 5 unidades/uL (o 15 pL de una solucién
ADH de 10 Uds/uL).

e 250 pL de sustrato [mantener durante 10 min (tiempo de equilibrado)].

e 150 pL de extracto enzimético.
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La actividad HPL se midi6 en ausencia de enzima con el fin de excluir la
capacidad de oxidaciéon del NADH. La reaccién es controlada durante 5 minutos a
22°C siguiendo el descenso de la absorbancia a 340 nm. Una unidad de actividad HPL
es definida como la cantidad de enzima que consume 1 mL de sustrato NADH por

minuto. €=6.220 Mt cm™.

- Actividad residual relativa

Los porcentajes de actividad residual (RA) de LOX y HPL fueron calculados

como:
RA (%) = (At/A0) x 100

Donde At es la actividad enzimatica de la muestra después del tratamiento y Ao es la

actividad de la enzima de la muestra sin tratar.

PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Para completar el estudio de las caracteristicas de los zumos durante el
almacenamiento se determinaron el pH y los grados Brix como propiedades fisicas, las

cuales fueron evaluadas a lo largo del estudio de almacenamiento (Experiencia 2).

I. Equipos y aparatos

e pH-metro Crison Micro pH 2000 (Crison, Barcelona, Espafa).

o Refractdmetro LeicaAbbeMark Il (Leica, Buffalo, Nueva York).

Il. Reactivos

e NaOHO.1NapH 8.2
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I1l. Procedimiento

Se llevd a cabo el analisis del pH con un pH-metro, la acidez titulable
(expresado como porcentaje de &cido citrico), que fue analizada mediante la titulacion
del producto con NaOH 0.1 N hasta alcanzar una valor de pH 8.2, y los solidos
solubles, expresados como grados Brix fueron cuantificados mediante un
refractbmetro manual siguiendo los procedimientos previamente establecidos por
Shams y Thompson (1987).
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ESTUDIO ESTADISTICO

EXPERIENCIA N°1

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos se utilizé el paquete
estadistico SPSS 15.0 para Windows. Se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA)
empleando un intervalo de confianza del 95% (considerando diferencias
estadisticamente significativas cuando p<0.05) para establecer diferencias entre las
distintas muestras y distintos tratamientos. Para la comparacion de medias, en los
casos en que se rechazo la hipotesis de igualdad de medias, se aplicé un test de
separacion de medias segun la técnica de Tukey. Para analizar correlaciones entre
variables se efectué un analisis de correlacion de Pearson. Los resultados de cada

determinacién se muestran como media * desviacion tipica del triplicado.

EXPERIENCIA N°2

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico SPSS version 15.0 para
Windows. Para estudiar la variacion de los compuestos analizados, en funcién del
tiempo y la temperatura de almacenamiento, se realizé un andlisis de dos factores de
la varianza (ANOVA) usando el modelo lineal general (GLM). La prueba de Tukey para
comparaciones a pares se utilizd para determinar diferencias significativas en los
diferentes compuestos analizados para cada zumo a lo largo de las diferentes medidas
tomadas durante la vida comercial. Las relaciones entre las variables se analizaron
mediante coeficientes de correlacion de Pearson. Los valores de p<0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos. Los resultados de los distintos

pardmetros se muestran como media + desviacion tipica del triplicado.

EXPERIENCIA N°3

Cada muestra, tanto de la actividad relativa de las enzimas LOX y HPL como
de la cuantificacion de compuestos volatiles y concentracion de licopeno, se analizé
por triplicado, mostrando los resultados como el valor promedio y su desviacion tipica.
Los datos se trataron estadisticamente con el paquete estadistico SPSS 15.0

mediante andlisis de varianza (ANOVA), test de Tukey y determinacion de correlacién
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mediante el analisis de Pearson, siendo considerados los valores de p<0.05

estadisticamente significativos.

EXPERIENCIA N°4

Para esta Ultima experiencia fue utilizado el paquete estadistico Statistica
software package (StatSoft, Inc., Tulsa). El disefio experimental de PB fue generado y
los andlisis de licopeno fueron realizados por triplicado en cada uno de los
experimentos y para cada una de las fracciones estudiadas durante la digestion in vitro
(fraccién de digestion gastrica, digestidn intestinal y fraccion micelar). Los resultados
obtenidos fueron analizados con el test de “t-Student” para establecer la significacion
estadistica. Fueron seleccionados como factores influyentes (IF) aquellos con una

significacion estadistica p<0.20.
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EXPERIENCIA 1. EFECTO DEL TRATAMIENTO ULTRAVIOLETA EN LOS
COMPUESTOS BIOACTIVOS EN TOMATES

TOMATES ROJOS
La concentracion de licopeno total, asi como las de sus is6meros, de las

muestra no tratadas (inicial, ciclo dia/noche y oscuridad) y de las tratadas con luz

ultravioleta durante 1, 3y 12 horas, son presentadas en la Tabla 18.

Tabla 18. Contenido de [B-Caroteno, all-trans-Licopeno, cis-Licopeno y Licopeno Total en
tomates rojos (expresado como mg/Kg peso fresco).

B-Caroteno all-trans-Licopeno cis-Licopeno Licopeno Total

Inicio 2.32+0.07 © 27.87+0.09 ° 3.98+0.21° 31.75+0.15 °
Control 1 4.08+0.27 ° 54.55+1.07 ° 2.86+0.01 ° 56.96+0.63 °
Control 2 3.32+0.07° 52.95+2.29 ° 4.04+0.04 ° 56.99+2.32 °
UVi1h 2.78+0.07 60.23+1.55 ° 3.34+0.02 63.61+1.59
UV 3h 2.52+0.11% 52.08+0.54 " 3.22+0.20 ¢ 55.30+0.73 "
UV12h  2.42+0.08% 52.50+1.05 " 8.19+0.47 ° 61.41+1.37 2

En tomates rojos, el licopeno total, cuantificado como la suma de los isémeros
cis y trans, incrementd significativamente (p<0.05) en las muestras expuestas a los
tratamientos UV-C 1h y 12h con una concentracion final de 63.61 y 61.41 mg/Kg de
peso fresco, respectivamente. Tras el almacenamiento durante dos dias a temperatura

ambiente, las muestras control aumentaron el contenido inicial de licopeno total hasta
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un 80%, mientras que los tomates expuestos a UV-C 1lh y 12h incrementaron su
contenido alrededor de un 100% del contenido inicial. Como el all-trans-licopeno es el
isdbmero mayoritario (Tabla 18), este compuesto aumenté significativamente (p<0.05)
tras la exposicion a la UV-C durante 1h, desde un valor medio préximo a los 53 mg/Kg
en los grupos control (Ciclo dia/noche y oscuridad) hasta 60.23 mg/Kg de peso fresco
en tomates expuestos durante 1h. Sin embargo, los tomates con mayores dosis de
radiacion UV-C mostraron valores mas reducidos de all-trans-licopeno (52.50 mg/Kg
de peso fresco). En lo que respecta a los isémeros cis del licopeno, la mayor cantidad
fue detectada en las muestras tratadas con UV-C durante 12h. También se
encontraron diferencias significativas entre las muestras control (Ciclo dia/noche y
oscuridad) debido probablemente a la bioacumulaciéon de pro-licopeno (7, 9, 7', 9"-
tetracis-licopeno), un precursor del licopeno que es transformado en el all-trans-
licopeno por accibn de una caroteno isomerasa, proceso favorecido por las
condiciones de luz (Pirrello et al., 2009), disminuyendo asi el contenido de isbmeros
cis del licopeno en las muestras control 1 (ciclo dia/noche). Ademas, nuestros
resultados indican que la exposicién a radiaciones UV-C durante largos periodos de
tiempo induce la isomerizacion del licopeno, y por lo tanto, aumentan el contenido de
isbmeros cis. Este aumento significativo provoca un aumento en el contenido en
licopeno total tras el tratamiento bajo luz UV-C de los tomates, principalmente cuando
fue aplicado por méas de 3h, lo cual podria ser considerado como un efecto beneficioso
desde un punto de vista nutricional, dado que los cis-isémeros del licopeno son mejor
absorbidos en el intestino delgado del hombre (Unlu et al., 2007). De la misma forma,
también existi6 un incremento en el contenido de licopeno total en las muestras
tratadas durante 1h, pero esta vez debido a un incremento en la cantidad de all-trans-
licopeno. Estos resultados podrian indicar un posible efecto potenciador de la UV-C en

la sintesis del mas importante de los carotenoides en el tomate.

En relaciéon al contenido en B-caroteno, también encontramos diferencias
significativas entre las muestras control y las tratadas con UV-C (Tabla 18). A lo largo
del almacenamiento el contenido de este carotenoide aumentd, encontrdndose en un
intervalo entre 2.32 y 4.08 mg/Kg de peso fresco, siendo este ultimo valor el
correspondiente a la muestra Control 1. Esto podria estar relacionado con la sintesis
de carotenoides y la conversion del licopeno a B-caroteno mediante enzimas licopeno-
B-ciclasas, proceso que es estimulado por la luz (Pizarro y Stange, 2009). De forma
contraria, los tratamiento con UV-C provocaron una disminucion en el 3-caroteno, tal y

como ocurre cuando es aplicada una alta intensidad de luz (Young, 1993).
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En la literatura cientifica no hay estudios sobre el efecto de la luz UV-C en
tomates rojos, Unicamente en tomates verdes, estado previo a la maduracion. Liu et al.
(2009) observaron un mayor contenido de licopeno en los tomates sometidos a
tratamientos hérmicos (13.7 kJ/m? durante 5 minutos), observando un incremento de
1.4 a 1.8 veces el contenido en licopeno presente en tomates verdes en los dias 15y
21 de almacenamiento a 12-14°C, respectivamente, comparadas con las muestras
control almacenadas en oscuridad. Por el contrario, Jagadeesh et al. (2009)
observaron una disminucién en el contenido de licopeno en tomates expuestos a UV-
C, almacenados en una camara refrigerada durante 10, 20 y 30 dias y permitiendo su
maduracion bajo condiciones ambientales (temperatura media: 23°C) durante 7 y 14
dias.

La respuestas de frutas y vegetales son dependientes de muchos factores,
como el cultivo, el estado de maduracion, estado fisioldgico y época de recoleccion
(Charles y Arul, 2007). Ademas, las caracteristicas del equipamiento, el modo de
actuacion, la dosis total de UV-C y las condiciones de almacenamiento (tiempo y
temperatura) durante la post-cosecha también juegan papeles importantes (Shama,
2007; Jagadeesh et al., 2009).

Una vez evaluado y analizado el efecto de los tratamientos UV-C en los
principales carotenoides del tomate, se procedié a determinar como podrian afectar
dichos tratamientos sobre los contenidos en compuestos fendlicos totales e
individuales (Tabla 19). Existi6 un incremento significativo (p<0.05) en estos
compuestos bioactivos cuando las muestras fueron irradiadas con UV-C durante
periodos superiores a 1lh, alcanzando un contenido final incrementado en un 20%
aproximadamente. Esto podria ser considerado como un mecanismo de aclimatacion
del tomate frente al estrés provocado por el tratamiento UV-C que provoco una
acumulacién de estos compuestos en la fruta. Este efecto positivo en los compuestos
fendlicos totales también fue observado en tomates por otros autores como Luthria et
al. (2006) y Jagadeesh et al. (2009). Existe evidencia cientifica de que los dafios en el
ADN provocados por la UV-C inducen la acumulacion de flavonoides y otros
compuestos fendlicos, predominantemente en los tejidos epidérmicos de las frutas.
Este efecto es debido a la estimulacion de la sintesis de la enzima fenilalanina amonio-
liasa, clave en la produccion de fenilpropanoides, lo cual da lugar a un incremento en

fenoles, fitoalexinas y ligninas (Ryalls, 1996).
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Los resultados en cuanto a los compuestos fendlicos individuales también son
presentados en la Tabla 19. El acido clorogénico, la rutina y la naringenina fueron los
principales compuestos fendlicos encontrados, ya que ellos son los principales
compuestos de esta naturaleza presentes en esta planta (Martinez-Valverde, 2002;
Garcia-Valverde et al., 2011). El &cido hidroxicinamico mas abundante encontrado en
estas muestras fue el &cido clorogénico, variando su concentracion entre 16.47 y
30.14 mg/Kg, mostrando la mayor cantidad en los tomates expuestos durante 3h a UV-
C. Tanto el acido clorogénico como el ferdlico son dos compuestos que disminuyen su
concentracion con la maduracion del fruto aunque ambos incrementaron sus valores
en un 38% y 18% respectivamente, con respecto a los tratamientos control, cuando las
muestras fueron sometidas a tratamientos UV-C de 3h. Por otro lado, tanto la
naringenina como la rutina incrementaron con el proceso de maduracién aunque
parece no existir un efecto claramente estimulatorio de los tratamientos con UV-C
sobre estos compuestos. De hecho, el tratamiento de UV-C 12h provocd su
disminucién significativa, lo cual apoyaria la teoria sobre la foto-oxidacion por la cual
un aumento de EROS podria disminuir el contenido de compuestos con actividad

antioxidante (Rice-Evans, 1997).

Los resultados de la actividad antioxidante hidrofilica se muestran en la Figura
22. Los tomates expuestos durante 3 h a la accién de la luz UV-C son los que
mostraron un valor mas elevado y estadisticamente significativo que el resto de
tratamientos y controles (1.07 mM Trolox/Kg). Estos resultados podrian indicar un
efecto positivo de determinadas dosis de luz UV-C sobre tomates rojos en cuanto a la
actividad antioxidante hidrofilica. Ademas, la actividad antioxidante medida mediante el
ensayo TEAC fue positivamente correlacionada (p<0.01) con los compuestos fendélicos
totales (r= 0.767), coincidiendo a su vez con un aumento significativo en la
concentracion de compuestos fendlicos individuales como el &cido clorogénico y rutina
tras la aplicacion del tratamiento de luz UV-C durante 3 h, aunque sin una correlacion
significativa (Tabla 19). Estos resultados estan de acuerdo con los propuestos por
otros estudios donde también se sugiere que la irradiacién incrementa el contenido en
compuestos fendlicos y actividad antioxidante de endivias, lechugas tipo “iceberg” y
‘romana” (Fan, 2005), asi como un incremento de los compuestos fendlicos en

tomates (Jagadeesh et al., 2009).
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mmol Trolox/kg peso fresco
[y

a
- bc b b
c
d
- ' I
0 T T T T T

Inicio Control1  Control2  UV-C 1h uUv-C3h UV-C12h

Figura 22. Ensayo TEAC en tomates rojos, expresado como mMol de Trolox/Kg de
peso fresco. Los datos son expresados como la media + DS (n=3). Valores con diferentes
letras indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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TOMATES VERDES

La experiencia en tomates verdes se desarrollé posteriormente por lo que se
incluyeron algunos andlisis con el objetivo de completar y entender aun mas el efecto
de los tratamientos UV-C sobre la actividad antioxidante en tomate. Las
determinaciones llevadas a cabo fueron encaminadas a la determinacién de licopeno,
B-caroteno, compuestos fendlicos totales e individuales, actividad antioxidante
hidrofilica (TEAC y FRAP) y lipofilica (TEAC).

El licopeno total y sus isémeros, all-trans-licopeno y cis-licopeno (expresado
como la suma de los isémeros (52)-, (92)-, (132)- y (15Z)-licopeno), ademas del
contenido en B-caroteno de los tomates verdes sometidos a tratamientos UV-C son
mostrados en la Tabla 20. El contenido en licopeno total aumenté significativamente
en todas las muestras cuando fueron almacenadas durante 8 dias a temperatura
ambiente. Sin embargo, el incremento fue mayor en aquellas muestras sometidas a la
luz ultravioleta, las cuales alcanzaron un contenido hasta 8 veces mayor que el grupo
control inicial en muestras sometidas a UV-C 1h y 3h, con valores estadisticamente
significativos (p<0.05). Este efecto esta determinado en mayor medida a la sintesis de
licopeno asociada al proceso de maduracion de los tomates. La acumulacion de
licopeno en el pericarpo esta influenciada por mecanismos tanto dependientes como
independientes de la luz que incida sobre el fruto. La ruta de sintesis puede ser
estimulada por la luz, aunque la luz no es necesaria para inducirla (Raymundo et al.,
1976). Liu et al. (2009) encontré que tras el estadio verde inmaduro de los tomates, la
luz no es esencial para la activacion de la sintesis de licopeno. En nuestro estudio,
usamos tomates verdes maduros, esperando que la sintesis de licopeno fuese
inducida. Sin embargo, este proceso parece ser estimulado por los tratamientos post-
cosecha con UV-C. En cuanto al contenido en licopeno total, se observd como los
tratamientos con dosis mas bajas ejercieron un efecto positivo, siendo todo lo contrario
para el tratamiento UV-C 12h. Estos resultados sugieren que un tratamiento hérmico
durante un largo periodo de tiempo puede afectar a las enzimas responsables de la
sintesis de licopeno, retrasando la formacién del color rojo caracteristico de tomates.
De hecho, la luz UV induce la oxidacién de amino acidos, reduciendo la funcionalidad
de proteinas (Raymundo et al., 1976). Se sugiere también que el licopeno podria estar
involucrado en mecanismos de proteccion del cloroplasto frente a la foto-oxidacion
provocada por la luz UV, lo cual podria llevar a una degradaciéon de licopeno y
clorofilas (Carrasco-Rios, 2009). Los cambios observados en el contenido en licopeno

total estan altamente influenciados por el efecto de la luz UV-C en el all-trans-licopeno,
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ya que como se ha comentado anteriormente, es el isbmero mayoritario. El contenido
en cis-licopeno también aumentd en todas las muestras durante el almacenamiento
debido a la sintesis de este pigmento, mostrando diferencias significativas en el control
2 y las muestras expuestas a la luz UV-C. Dentro de este grupo, los mayores valores
se encontraron en las muestras almacenadas en oscuridad y las expuestas a UV-C 12
h, con valores de incremento proximos al 18%. También existieron diferencias
significativas en el contenido de las muestras de los controles 1 (ciclo dia/noche) y 2
(oscuridad), las cuales podria estar debidas, al igual que en tomates rojos, a la
acumulacion de pro-licopeno. Anteriormente ha sido establecido que la luz podria
ayudar a este proceso de transformacion (Pirrello et al., 2009), disminuyendo asi la
concentracion de los cis-isomeros en las muestras de tomate del grupo control 1. A
pesar del hecho de que la luz UV pueda aumentar el licopeno total en tomates verdes
expuestos durante 1 y 3 h, el porcentaje de isébmeros cis se mantuvo estable, con
valores proximos al 12%. Este porcentaje aumento Gnicamente en muestras expuestas
durante 12 h, lo cual podria estar asociado con una posible foto-isomerizacién inducida
por UV-C, ya que la exposicion a la luz puede provocar isomerizacion del all-trans-
licopeno (Godwin, 1985).

Tabla 20. Contenido de B-Caroteno, all-trans-Licopeno, cis-Licopeno y Licopeno Total en
tomates verdes (expresado como mg/Kg peso fresco).

B-Caroteno all-trans-Licopeno cis-Licopeno Licopeno Total
Inicio 0.55+0.01 ° 5.00+0.19 ° 1.70+0.13 ¢ 6.94+0.10 °
Control 1 1.40+0.04%  31.40+1.18° 4.18+0.63°  35.25+1.13°
Control 2 1.23+0.02°  34.20+0.82° 7.81+0.20%  42.02+0.88°
UV1h 0.75+0.03°  51.80+2.22° 7.7740.56 %  59.91+1.47 %
UV 3h 0.7620.03°  55.68+2.23 2 7.1620.36 %  63.17+1.90 %
UV12h  0.79#0.05°  34.56+3.21° 8.00+0.83°%  42.56+2.42°

En cuanto al contenido en [-caroteno, fueron encontradas diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras control y las tratadas con UV-C

(Tabla 20). Este carotenoide incrementé su contenido durante el almacenamiento
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obteniéndose valores entre 0.75 hasta 1.40 mg/Kg peso fresco, correspondiendo este
altimo al grupo control 1. Este fendmeno podria estar relacionado con la sintesis de
carotenoides y la conversion de licopeno a B-caroteno, proceso estimulado por la luz
(Pizarro y Stange, 2009). Por esta razon, los tomates verdes maduros madurados bajo
el ciclo dia/noche (control 1) mostraron un menor contenido en licopeno (35.25 mg/Kg)
y una mayor cantidad de (-caroteno. Por otro lado, los tratamientos UV-C
disminuyeron su contenido, probablemente debido a un incremento de la sintesis de
licopeno causada por activacion de las enzimas relacionadas con su ruta de sintesis
(por ejemplo, la caroteno isomerasa) o por inhibicién de enzimas como la B-ciclasa
implicada en la formacién de (-caroteno, tal y como ocurre durante el proceso de
maduracion (van den Berg et al., 2000). Por otra parte, también podria haber ocurrido
que la alta intensidad de luz provocara un fenébmeno de foto-blanqueamiento y la
consecuente destruccion del (-caroteno (Young, 1993), disminuyendo asi su

contenido en los tomates tratados con UV-C.

En la linea de nuestros resultados, Liu et al. (2009) describieron un incremento
en el contenido de licopeno total en tomates tras la aplicacién de una dosis hérmica de
13.7 kJ/m? durante 5 min. En este casé se observé un aumento de 1.4 a 1.8 veces en
el contenido en licopeno de tomates verdes maduros en el dia 15 y 21 de
almacenamiento a 12-14°C, respectivamente, comparados con las muestras control
almacenadas en oscuridad. En este estudio se observd también un incremento
cercano al 100% tras el tratamiento de los tomates y posterior almacenamiento
durante 8 dias a temperatura ambiente. Los resultados muestran que el tratamiento
UV-C tiene un efecto positivo en la sintesis de licopeno en tomates almacenados a
temperatura ambiente y bajo condiciones de refrigeraciéon. Este hecho indicaria que la
luz UV-C podria ser un regulador especifico de la sintesis y acumulacion de
carotenoides bajo diferentes condiciones de almacenamiento post-recoleccion. Por
otro lado, nuestros resultados difieren de los encontrados por Jagadeesh et al. (2009),
quienes encontraron una disminucion del contenido en licopeno de tomates tras la
exposicion a la luz UV-C, y almacenados en una camara refrigerada durante 10, 20 y
30 dias, y permitiendo su maduracion bajo condiciones ambientales (=23°C) por 7 y 14
dias. Este trabajo proporciona nueva informacion relacionada con el efecto de la luz
UV-C en los isémeros del licopeno. En general, los distintos efectos de este tipo de
tratamiento encontrados en la bibliografia cientifica deberian ser considerados, ya que
las respuestas hérmicas de la fruta dependen de varios factores, como el cultivo, el
estado de madurez, el estado fisiologico y la época de recoleccion (Charles y Arul,
2007).
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Los efectos de los tratamientos con UV-C sobre los compuestos fendlicos
totales e individuales se presentan en la Tabla 21. Si se comparan los resultados de
todos los grupos en cuanto a compuestos fendlicos totales, existe un incremento
significativo (p<0.05) de estos compuestos bioactivos cuando las muestras fueron
irradiadas por periodos superiores a 3 h. El contenido final de estos compuestos
alcanz6 un incremento del 42% en los tomates expuestos a 12 h de tratamiento UV-C.
Estos resultados indican que el tratamiento induce estrés y una posterior acumulacion
de compuestos fendlicos en la fruta debido a la activacion de su ruta de biosintesis.
Resultados similares fueron encontrados por otros autores (Luthria et al., 2006;
Jagadeesh et al., 2009; Liu et al., 2012) poniendo de manifiesto el efecto positivo de la
luz UV sobre los compuestos fendlicos en tomates. Este efecto también ha sido
observado en otras frutas como las manzanas (Arakawa, 1988; Bakhshi y Arakawa,
2006), uvas (Cantos et al., 2000; Gonzalez-Barrio et al., 2009) y mangos (Gonzélez-
Aguilar et al., 2007).

Jagadeesh et al. (2009) y Liu et al. (2012) encontraron un aumento en el
contenido de compuestos fendlicos en tomates tras la aplicacion de tratamientos con
luz UV-C, pero este efecto no ha sido ampliamente estudiado en los compuestos
fendlicos individuales. Algunos autores, como Liu et al. (2012), observaron un aumento
en algunos de estos compuestos (como el &cido gdlico, acido clorogénico y
guercetina) tras al tratamiento de luz UV-C y 35 dias de almacenamiento. Durante la
investigacion, el efecto de dosis hérmicas de luz UV-C en los compuestos fendlicos
individuales fue analizado para determinar los cambios en 4cidos hidroxicinAmicos y
flavonoides (Tabla 21). En los tomates verdes, el acido clorogénico puede alcanzar el
75% del total de los compuestos fendlicos (Garcia-Valverde et al., 2011). Este
porcentaje disminuye durante la maduracién del fruto, debido al efecto mismo de la
maduracién (Carrillo-Lopez y Yahia, 2009; Garcia-Valverde et al., 2011). Por esta
razon, el contenido de acido clorogénico disminuy6 en los controles maduros y los
tratados con luz UV-C en comparaciéon con el control inmaduro inicial. En concreto, los
tomates almacenados en oscuridad y los expuestos a una hora de luz UV-C maostraron
la mitad de la concentracion que el grupo control inicial, valores significativamente mas
altos que el resto de tratamientos. El efecto de la oscuridad sobre el acido clorogénico
podria explicarse dado que la oscuridad es reconocida como una de las condiciones
de almacenamiento que protege frente a la degradaciéon de los compuestos fendlicos
durante la maduracion. La principal causa de este fendbmeno es que la luz puede
provocar fendmenos de foto-oxidacion mediante la generacion de EROS (Foyer et al.,

1994) y consecuente degradacion de compuestos fendlicos. Las diferencias en el
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contenido entre los distintos tratamiento UV-C podria ser atribuido al efecto del estrés
provocado por la luz UV-C sobre las enzimas de la ruta de los fenilpropanoides, tal y
como se ha descrito anteriormente. Los derivados del acido clorogénico también
disminuyeron con la maduracion, aunque existe un incremento significativo cuando el
tratamiento UV-C 1 h fue aplicado. De esta manera, la concentracion aumento desde
0.66 mg/Kg (ciclo dia/noche) hasta 3.25 mg/Kg, no siendo detectados ningun derivado
de este acido en los grupos de oscuridad, UV-C 3 hy 12 h. No parece existir por tanto
un efecto claro de la radiacion UV-C para el resto de compuestos fendlicos

individuales.

El uso de la luz UV-C parece presentar un efecto potenciador tanto en
compuestos fendlicos totales como en la capacidad antioxidante, pero este efecto
parece no estar muy claro en todos los compuestos fendlicos analizados. Los
compuestos fendlicos individuales han sido determinados usando el método de Folin-
Ciocalteu, y es conocido que este método puede sobrestimar el total de los
compuestos fendlicos debido a su baja especificidad y porque es influenciado por
interferencia de otros compuestos como el acido ascérbico, sulfitos y aminoacidos
(Singleton et al., 1974). En este estudio, la hidrélisis de las muestras para la
determinacion de estos compuestos favoreceria la eliminacion de este tipo de
sustancias capaces de interferir en la determinacién, evitando asi la sobrestimacion.
La metodologia usada para determinar los compuestos fendlicos individuales ofrece
informacién sobre los principales compuestos fenélicos y algunos derivados, aunque
no permite la identificacion y cuantificacion de todos ellos. Asi pues, el efecto de la
radiacion UV-C sobre los compuestos fendlicos individuales no puede ser determinada
de una forma clara. Ademas, se ha encontrado que los compuestos fendlicos
localizados en aquellos tejidos vegetales expuestos a la luz UV pueden cambiar su
forma quimica debido a la sobre-expresion de diferentes enzimas relacionadas con el
metabolismo de estos metabolitos secundarios (Carrasco-Rios. 2009), aumentando de

esta forma la dificultad del procedimiento analitico.
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Por ultimo, los datos obtenidos para los ensayos FRAP y TEAC hidrofilico y
TEAC lipofilico se muestran en las Figuras 23 y 24, respectivamente. La AA hidrofilica
de las muestras de tomate mostré el mismo comportamiento tras la exposicién a la luz
UV-C, alcanzando los mayores valores cuando el tratamiento de 12 h fue aplicado
(.74 mmol Eq. Fe (I))Kg y 1.88 mmol Trolox/Kg para el FRAP y TEAC
respectivamente). El analisis de correlaciones también estableci6 una correlacion
significativa y positiva (r=0.877, p<0.05) entre estos andlisis. Los resultados indican
por lo tanto un efecto positivo de la luz UV-C en la AA hidrofilica, hallazgos realizados
por otros autores, en el caso también de los tomates (Liu et al., 2012), y otras frutas
como mangos (Gonzélez-Aguilar et al., 2007) y arandanos (Perkins-Veazie et al.,
2008). Este efecto podria explicarse por el incremento de compuestos fendlicos y
flavonoides totales (Carrillo-L6pez y Yahia, 2009) tal y como podria demostrar las
correlaciones significativas y positivas encontradas entre el FRAP y TEAC con los
compuestos fendlicos totales (r=0.729 y 0.826, respectivamente). Por otro lado, la
actividad antioxidante lipofilica de los tomates verdes inmaduros mostré los mayores
valores tras los tratamientos UV-C de 1 y 3 h (0.43 y 0.48 mmol Trolox/Kg,
respectivamente). La correlaciéon entre el contenido en licopeno y la AA lipofilica
también resulté significativa y positiva (r=0.985, p<0.05). De esta forma, la AA lipofilica
en tomates podria estar altamente determinada por el contenido en licopeno,
componente lipofilico mayoritario. También fueron encontrados altos niveles de AA
lipofilica en el control inicial (0.31 mmol Trolox/Kg), debido probablemente a la mayor
concentracion de clorofilas, las cuales son reconocidas por presentar propiedades
antioxidantes lipofilicas. Aunque las clorofilas no son consideradas como antioxidantes
dietéticos, podrian contribuir a la actividad antioxidante in vitro de vegetales,

incluyendo los tomates (Hunter y Flecher, 2002; Periago et al., 2009).

La contribucion a la AA de cada tipo de actividad antioxidante, hidrofilica y
lipofilica se resumen en la Figura 25. Los tratamientos de luz UV-C 1 y 3 h mostraron
los mayores valores de AA lipofilica, superiores incluso que al tratamiento de 12 h,
hecho que podria estar relacionado con el incremento del contenido total de licopeno.
La AA de tomates tratados con UV-C 12 h se mantuvo igual que la de tomates tratados
con los tratamientos mas cortos, sin embargo, la proporciéon de las AA hidrofilica y
lipofilica fue diferente. En este caso, un incremento de los compuestos fendlicos y la
disminucion del licopeno total, podria causar las variaciones en la AA, tal y como se ha

descrito anteriormente.
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Figura 23. Actividad antioxidante hidrofilica representada mediante el ensayo TEAC (valores
expresados en mmol Trolox/Kg de peso fresco) y FRAP (valores expresados como mmol Eq.
Fe (I)/Kg de peso fresco). Los datos son mostrados como la media + la desviacién estandar
(n=3). Diferentes letras muestras valores con diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (p<0.05).
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Figura 24. Actividad antioxidante lipofilica representada mediante el ensayo TEAC. Los datos
son mostrados como la media *+ la desviaciébn estdndar (n=3). Diferentes letras muestras
valores con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Figura 25. Contribucién relativa de la fraccion hidrosoluble y liposoluble a la actividad
antioxidante total de los extractos de tomate. Los valores en el interior de las columnas
expresan porcentajes.
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EXPERIENCIA 2: EVOLUCION DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DURANTE
EL ALMACENAMIENTO

Con el objetivo de identificar y correlacionar aquellos pardmetros que pudiesen
influir en la evolucibn de los compuestos bioactivos del tomate durante el
almacenamiento, se procedié al analisis de pH, acidez titulable y sélidos solubles de
zumos de tomate envasados en tetrabrik y en cristal, cuyos resultados son mostrados
en la Tabla 22. Para ambos tipos de muestras, los pardmetros evaluados se
mostraron muy estables a lo largo de todo el experimento. Por esta raz6n Unicamente

se muestran el inicio, 6 y 12 meses de la experiencia.

Tabla 22. Cambios en el pH, Acidez titulable (% de acido citrico) y Sdlidos solubles (°Brix) de
zumos almacenados a temperaturas diferentes.

Tetrabrik Botella de cristal
Tiempo 8°C 22°C 37°C 8°C  22°C 37°C
pH
0 meses _ 3.93 _ _ 3.93 _
6 meses 4.01 4.01 3.99 4.01 4.01 3.97
12 meses 400 400 397 399 399 394

Acidez titulable
0 meses _ 0.406 _ _ 0.452

6 meses 0.407 0.417 0.421 0.443 0.442 0.439
12 meses 0.427 0.423 0.418 0.418 0.454 0.425

Sélidos solubles

0 meses _ 5.37 _ _ 5.76 _
6 meses 5.40 5.39 5.36 5.4 5.69 5.86
12 meses 5.27 5.28 5.26 5.27 580 5.73
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Las Tablas 23 y 24 muestran la evolucion del contenido en licopeno total y los
niveles de isomerizacion cis en zumos de tomate envasados en tetrabrik y botella de
cristal y diferenciando entre tres temperaturas de almacenamiento (8,22 y 37°C). Tal y
como muestra la Tabla 23, el contenido en licopeno total se mantuvo relativamente
estable a lo largo de loas 12 meses de almacenamiento variando entre 99 y 120
mg/Kg en zumos de tomate envasados en tetrabrik y desde 96 a 115 mg/Kg en zumos
envasados en botella de cristal. Para ambos tipos de muestras no parece existir un
efecto claro de la temperatura tal y como se revel6 en el analisis estadistico
relacionado con el ritmo de pérdida de licopeno total [p> 0.05 (Tabla 25)], el cual
estuvo Unicamente afectado por el tiempo de almacenamiento [p< 0.05 (Tabla 25)]. Al
final del tiempo de almacenamiento las pérdidas en el contenido de licopeno total
variaron entre un 11 y un 17%, y entre un 7 y 15% en muestras envasadas en tetrabrik
y cristal respectivamente.

El contenido en licopeno observado en las muestras fue similar a los valores
encontrados por otros investigadores (Lin y Chen 2005; Sanchez-Moreno et al., 2006;
Odriozola-Serrano et al., 2008; Ordofiez-Santos et al., 2009; Pérez-Conesa et al.,
2009). Cabe sefalar que las ligeras diferencias observadas en el contenido de
licopeno entre zumos al comienzo del estudio se deben a la variabilidad del puré de
tomate (obtenido mediante proceso hot break) utilizado como materia prima para la
elaboracion de cada tipo de zumo. En las muestras, el all-trans-licopeno fue el
principal isémero detectado, alcanzando alrededor del 90% del contenido de licopeno
total. Por otro lado, fueron identificados tres isomeros cis del licopeno: 13-cis-licopeno,
15-cis-licopeno y el 9-cis-licopeno. Este perfil de isomeros de licopeno es consistente
con lo observado por otros autores en diferentes productos derivados del tomate,
alcanzando el all-trans-licopeno valores alrededor del 80% y siendo los isémeros 13 -,

15 -, y 9-cis-licopeno los principales isémeros cis detectados.
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Tabla 25. Valores de significancia para cada factor obtenidos en una ANOVA de dos factores
mediante el uso de un modelo lineal general.

Tiempo Temperatura Tiempo x Temperatura
Variable Tetrabrik Cristal Tetrabrik Cristal Tetrabrik Cristal
Licopeno total 0.000 0.009 0.094 0.912 0.782 0.400
all-trans-licopeno 0.000 0.001 0.094 0.723 0.782 0.252
cis-licopeno 0.000 0.002 0.814 0.135 0.730 0.642
% isémeros cis 0.000 0.001 0.235 0.078 0.630 0.251
Comp. fenodlicos 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Flavonoides 0.000 0.008 0.329 0.260 0.398 0.131
AA hidrofilica 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
AA lipofilica 0.570 0.024 0.495 0.469 1.000 0.850
Ac. ascorbico ? 0.000 0.000 0.000

2 El 4cido ascorbico no fue detectado en las muestras almacenadas en envase de cristal

En este experimento la estabilidad del licopeno fue mayor que la encontrada
por otros autores, obteniendo pérdidas que nunca superaron el 20% del contenido en
licopeno total. Por ejemplo, Odriozola-Serrano et al. (2008) observaron pérdidas
finales de un 70% aproximadamente en zumos de tomate almacenados a 4°C durante
tres meses en botellas de polipropileno. De forma similar, en zumos de tomate
estabilizados térmicamente o procesados mediante campos de pulso eléctrico, Min et
al. (2003) encontraron pérdidas en el contenido en licopeno entre el 60-65% después
de almacenar las muestras durante 3.7 meses a 4°C en envases de polipropileno. Por
otra parte, Lin y Chen, (2005), observaron pérdidas del 65% aproximadamente en el
contenido de licopeno en zumo de tomate enlatado almacenado a las temperaturas de
4,25 y 37°C durante 3 meses, y pérdidas cercanas al 75% cuando los zumos fueron
almacenados en envases de cristal (independiente de la exposicion a la luz). Ademas,
similares patrones de degradacion de licopeno (37-75%) han sido observados durante
el almacenamiento de pasta de tomate (Giovanelli y Paradiso, 2002). Por otro lado, y
en la linea de nuestras investigaciones, Ordofiez-Santos et al. (2009) analizaron la
estabilidad del licopeno en pulpa de tomate almacenada a 20°C, aunque debido a su
periodo de almacenamiento, el cual no sobrepasoé los 3 meses, los resultados no son
comparables. La mayor estabilidad de licopeno observada en nuestro estudio puede
deberse a la presencia y estabilidad de otros componentes antioxidantes tales como

los compuestos fendlicos y/o por la inactivacion térmica de enzimas oxidantes durante
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el procesado del tomate, tal y como sugieren otros investigadores (Takeoka et al.,
2001; Sanchez-Moreno et al., 2006; Ordofiez-Santos et al., 2009).

La Figura 26 muestra las variaciones en el contenido del all-trans-licopeno y
cis-licopeno total en muestras almacenadas durante 12 meses a tres temperaturas
distintas (8,22 y 37°C). Como se puede ver en la figura, el contenido en del isémero
mayoritario, all-trans-licopeno, disminuy6 ligeramente hacia el final del periodo de
almacenamiento en funcion del tiempo [p<0.05 (Tabla 25)]. El contenido de este
isdbmero vario a lo largo de todo el periodo de almacenamiento entre 88 y 115 mg/Kg
en las muestras envasadas en tetrabrik y desde 90 a 110 mg/Kg en muestras
envasadas en cristal. Por otro lado, el contenido total de cis-licopeno increment6
ligeramente, siendo la variable tiempo la que afecto significativamente a su
concentracion [p<0.05 (Tabla 25)] en ambos tipos de envases, variando desde 5-11
mg/Kg en tetrabrik y entre 4-7 mg/Kg en cristal. En la Tabla 24 se puede observar
como incrementé ligeramente el porcentaje de isomerizacion cis con el tiempo de
almacenamiento [p<0.05 (Tabla 25)] en ambos tipos de muestras aunque siempre por
debajo del 12%.

En este estudio, hemos prestado especial atencién a la isomerizacion del
licopeno, ya que algunos estudios en humanos han puesto de manifiesto los beneficios
del consumo de tomate con un incremento en la concentracion de isémeros cis-
licopeno, los cuales, al parecer son mejor absorbidos en el intestino (Boileau et al.,
1999; Unlu et al., 2007; Failla et al., 2008) ademas de presentar una mayor actividad
antioxidante que la forma trans (B6hm et al., 2002). En nuestro estudio se observo
hacia el final del periodo de almacenamiento un ligero aumento del contenido en
isébmeros cis del licopeno, acompafiado de un ligero descenso en la concentracion del
all-trans-licopeno. Estos resultados estan de acuerdo con los presentados por Lin y
Chen, (2005), quienes observaron un aumento de los isémeros cis, particularmente 9-
cis y 13-cis, en el almacenamiento de zumos de tomate durante 3 meses.
Curiosamente también se vio acompafado por una disminucién en el contenido del all-
trans-licopeno. La explicacion dada por estos investigadores a este fenémeno fue que
la isomerizacion es un factor importante que conduce a la pérdida de licopeno durante
el almacenamiento. Esto ocurre porque el all-trans-licopeno puede ser convertido a 13-
cis-licopeno, y este, posteriormente, en otros isémeros cis. Esto podria explicar los
cambios observados en nuestro estudio en relacion a la isomerizacion cis del licopeno
y las pérdidas de all-trans-licopeno hacia el final del experimento. No obstante, la Z-

isomerizacibn es un fendmeno extremadamente complicado y puede variar
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dependiendo de las condiciones de almacenamiento (tiempo y temperatura), humedad

y acidez del producto (Lin y Chen, 2005).
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Figura 26. Evolucién en el contenido de all-trans-licopeno y cis-licopeno total durante el
almacenamiento de 12 meses del zumo de tomate.

Aunque en nuestro estudio las condiciones de almacenamiento incrementaron
el grado de isomerizacion del licopeno, el porcentaje de isbmeros cis se mantuvo por
debajo del 12% durante todo el estudio. Esta cantidad de isomeros cis-licopeno esta

dentro del intervalo observado por otros autores, generalmente entre el 5 y el 20%
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para el tomate y productos derivados (Schierle et al., 1997; Porrini et al., 1998; Lin y
Chen, 2005). Por lo tanto, no hay ventajas nutricionales adicionales en el consumo de
los zumos. Unicamente la ingesta de productos derivados del tomate que contienen
mas del 40% en forma de isémeros cis parece tener un efecto claro en la mejora de la
absorcion (Unlu et al., 2007; Failla et al., 2008).

La Figura 27 y 28 muestra los cambios en el contenido de compuestos
fendlicos y flavonoides totales siguiendo los mismos criterios de almacenamiento. En
ambos tipos de zumos estos dos parametros se mantuvieron virtualmente constantes,
aunque el analisis estadistico revel6 que los compuestos fendlicos totales estuvieron
influidos tanto por el tiempo como por la temperatura de almacenamiento [p<0.05
(Tabla 25)], mientras que el contenido en flavonoides solo estuvo determinado por el
tiempo de almacenamiento [p<0.05 (Tabla 25)]. En relacién al zumo envasado en
tetrabrik, los compuestos fendlicos totales variaron en un rango entre 260-300 mg
GAE/Kg vy los flavonoides totales entre 98-108 mg de CE/Kg. Niveles muy similares
fueron encontrados en los zumos envasados en botellas de cristal, variando entre 240-
285 mg de GAE/Kg el contenido en compuestos fendlicos totales y entre 100-107 mg

de CE/Kg el de flavonoides totales.

El contenido en compuestos fendlicos totales determinado en las muestras
analizadas se mantiene en el intervalo observado por otros autores en tomates y
productos derivados (100-500 mg/Kg) (Dewanto et al., 2002; Martinez-Valverde et al.,
2002; Gahler et al., 2003; Odriozola-Serrano et al., 2008; Pérez-Conesa et al., 2009).
De forma similar ocurre con los flavonoides, variando el contenido de estudios previos
entre 2-200 mg/Kg (Dewanto et al. 2002; Martinez-Valverde et al. 2002). En general,
los compuestos fendlicos se mantuvieron estables a lo largo del estudio, aunque un
ligero incremento tuvo lugar en las muestras envasadas en tetrabrik almacenadas a
37°C y después de los 8 meses de almacenamiento. Los compuestos fendlicos
presentes en zumo de tomate son bastante estables durante el almacenamiento a 4°C
durante 3 meses (Odriozola-Serrano et al., 2008), ocurriendo de la misma manera en
el almacenamiento de pulpa de tomate a 4 y 20°C durante 3 y 5 meses (Giovanelli y
Paradiso, 2002). Ademas, Giovanelli y Paradiso (2002) también observaron un
aumento en el contenido en compuestos fendlicos cuando las muestras de pulpa de
tomate fueron almacenadas a 37°C, y los investigadores asumieron que este
fendmeno fue debido, no a un incremento real de los compuestos fendlicos, sino al
hecho de que los productos de las reacciones de Maillard generados como

consecuencia del procesado, eran capaces de reaccionar con el reactivo de Folin-
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Ciocalteu. Esta explicacion podria atribuirse también al incremento encontrado en las
muestras de zumo de tomate almacenadas a 37°C, aunque no deberia descartarse la
posibilidad de que este incremento pudiera deberse a un aumento en la liberacion de
los compuestos fendlicos desde la matriz debido al tiempo y temperatura de
almacenamiento. Ademas de los productos de Maillard, el &cido ascoOrbico también
puede interferir con el reactivo de Folin-Ciocalteu, dando lugar a una sobrestimacion
en el contenido de compuestos fendlicos. Sin embargo, estudios previos han
demostrado que el acido ascérbico es completamente degradado durante la hidrélisis
de las muestras de tomate que tiene lugar previamente a la determinacion de los

compuestos fendlicos (datos no mostrados).
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Figura 27. Evolucion en el contenido de compuestos fendlicos totales durante el
almacenamiento durante 12 meses de zumo de tomate.
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FLAVONOIDES TOTALES (tetrabrik)
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Figura 28. Evolucién en el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides totales durante el
almacenamiento durante 12 meses de zumo de tomate.

la Figura 29 se destaca la evolucién de la vitamina C bajo las mismas

condiciones de almacenamiento, envasado y temperatura. La concentracion inicial de

acido ascorbico en zumos de tomate envasados en tetrabrik fue de 680 mg/Kg. Sin

embargo, no se detectd esta vitamina en los zumos envasados en botellas de cristal.

Es importante sefialar que en el caso de los zumos envasados en tetrabrik la vitamina

C fue adicionada como un ingrediente, hecho que fue reflejado en su etiqueta. En el

gréfico se observa como el contenido en &cido ascorbico disminuye en funcién del
tiempo y la temperatura [p<0.05 (Tabla 25)], teniendo lugar las mayores pérdidas
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cuando las muestras fueron almacenadas a 37°C, disminuyendo su contenido
aproximadamente un 50% tras dos meses de almacenamiento. Sin embargo, estas
pérdidas de hasta el 50% no se observaron hasta el 8 y 12 mes de almacenamiento

para muestras mantenidas a 22 y 8°C respectivamente.

VITAMINA C (tetrabrik)
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Figura 29. Evolucion en el contenido de vitamina C en zumo de tomate durante 12 meses de
almacenamiento.

El &cido ascorbico es un compuesto reactivo, y es particularmente vulnerable al
procesado y las condiciones de almacenamiento. Aunque el acido ascoérbico es un
antioxidante natural presente en tomates (Martinez-Valverde et al. 2002; Periago et al.,
2009) el tratamiento térmico aplicado durante el procesado de los zumos provoca una
degradacion total del mismo, ya que no fue encontrado resto alguno de acido
ascorbico en las muestras de zumo envasadas en botella de cristal. En relacién a las
muestras envasadas en tetrabrik, a las cuales se les adiciond acido ascoérbico, los
datos confirmaron la disminucién provocada por las condiciones de almacenamiento.
Resultados similares han sido obtenidos por otros autores (Min et al., 2003; Odriozola-
Serrano et al., 2008; Ordofiez-Santos et al., 2009). Se ha sugerido que el &cido
ascorbico y otros antioxidantes, como los compuestos fendlicos, podrian ayudar a
prevenir la oxidacion de otros componentes como el licopeno durante el
almacenamiento (Takeoka et al., 2001; Sanchez-Moreno et al., 2006). Sin embargo, en

base a estos resultados parece que el acido ascoérbico juega un papel minoritario en
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este efecto preventivo, conclusién obtenida a partir de el hecho de que el licopeno se
mantuvo igualmente estable en muestras envasadas en tetrabrik y cristal,
independiente del acido ascérbico afiadido en la formulacion de los zumos. Asi pues
como los compuestos fendlicos (compuestos fendlicos totales y flavonoides) apenas
sufrieron cambios durante el almacenamiento, es razonable asumir que estos
compuestos desempefian un papel importante en la prevencion de las pérdidas de
licopeno.

Por altimo, las Figura 30 y 31 ilustra los cambios que tienen lugar en la AA
tanto hidrofilica como lipofilica de los zumos analizados. Respecto a las muestras
envasadas en tetrabrik, la AA hidrofilica cay6 de forma clara en funcién del tiempo y la
temperatura [p<0.05 (Tabla 25)], perdiendo un 30, 50 y 70% de su contenido en las
muestras sometidas a 8,22 y 37°C respectivamente. Por otro lado, la AA lipofilica
disminuyd ligeramente en los primeros dos meses variando desde 0.4 a 0.2 mmol de
Trolox/Kg, manteniéndose relativamente constante durante el resto del periodo de
almacenamiento, independientemente del tiempo y la temperatura [p>0.05 (Tabla 25)].
En los zumos envasados en botellas de cristal la AA hidrofilica estuvo afectada por el
tiempo y la temperatura [p<0.05 (Tabla 25)], disminuyendo desde 0.77 a 0.5 mmol de
Trolox/Kg en los dos primeros meses y manteniéndose contante durante el resto del
almacenamiento. En cuanto a la AA lipofilica en muestras envasadas en cristal, el
analisis estadistico revel6 que los valores estuvieron determinados por el tiempo de
almacenamiento [p<0.05 (Tabla 25)] aunque se mantuvo relativamente estable

durante todo el experimento.

Generalmente es bien aceptado que el &cido ascérbico, junto con los
compuestos fendlicos, es el mayor contribuidor a la AA hidrofilica (Arnao et al., 2001,
Dewanto et al., 2002; Martinez-Valverde et al., 2002; Periago et al., 2009). Cuando se
analizo el comportamiento de la AA en zumos envasados en tetrabrik se observé que
estaba muy relacionado con la evolucién del acido ascérbico, encontrando coeficientes
de correlacion superiores a 0.900 (p<0.05). Una tendencia similar fue observada por
Odriozola-Serrano et al. (2008) durante el almacenamiento en refrigeracion de zumos

de tomate por un periodo de tres meses.

En el caso de las muestras envasadas en botellas de cristal, los valores de AA
hidrofilica fueron menores que los hallados para las muestras en tetrabrik,
demostrando claramente la contribucion del &cido ascorbico a la AA hidrofilica, ya que

los compuestos fendlicos totales y los flavonoides totales contenidos en ambos tipos
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de envases fueron muy similares. De esta forma, esta también claro que las muestras
envasadas en cristal, la AA hidrofilica se bas6 en el contenido en compuestos
fenodlicos. De hecho, los cambios en la AA hidrofilica durante el almacenamiento
mostraron una tendencia similar a la de los compuestos fendlicos totales y flavonoides
totales, con coeficientes de correlacion mayores de 0.600 (p<0.05).
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Figura 30. Evolucién de la actividad antioxidante hidrofilica en zumos de tomate durante 12
meses de almacenamiento en dos tipos de envase (tetrabrik y cristal).

A diferencia de la AA hidrofilica, las relaciones establecidas entre los cambios

en el contenido en licopeno y la AA lipofilica no fueron tan claras como se esperaba,
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ya que no se observd una correlacion significativa, aunque esos parametros fueron
muy estables durante el experimento. De esta forma es razonable asumir que pueden
existir otros antioxidantes, como compuestos fendlicos lipéfilos que puedan contribuir

al mantenimiento de la AA lipofilica de las muestras durante el almacenamiento.
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Figura 31. Evolucidn de la actividad antioxidante lipofilica en zumos de tomate durante 12
meses de almacenamiento en dos tipos de envase (tetrabrik y cristal).

Compuestos lipofilicos como el licopeno son responsables de la actividad
antioxidante lipofilica en tomates, pero la contribucibn de tales compuestos se

considera pequefia. En general, la actividad antioxidante hidrofilica supone mas del
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90% de la AA de frutas y vegetales (Wu et al., 2004). En los tomates, la fraccion
hidrofilica muestra mayor actividad antioxidante que la fraccion lipofilica, aunque la
diferencia depende del método analitico utilizado. Por ejemplo, la actividad hidrofilica
representd alrededor de 92% de la AA cuando fue determinado mediante el ensayo
que determina la capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC) (Wu et al.,
2004) y el ensayo que analiza la capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox
(TEAC) (Toor y Savage, 2005), del 87% cuando se midié mediante el sistema xantina
oxidasa/xantina, y practicamente el 100% cuando fue evaluada usando el sistema
mieloperoxidasa/NaCl/H,O, (Lavelli et al., 2000). En consecuencia, se observo que los
valores de AA hidrofilica fueron siempre mayores que los de las fracciones lipdfilas,
con valores que oscilaron entre el 70-84% de la AA en las muestras almacenadas en
cristal y tetrabrik, respectivamente. En este sentido, Toor y Savage (2005) sugirieron
que la baja actividad antioxidante presente en los extractos lipofilicos del tomate,
medidos mediante ensayo TEAC, es debida probablemente a los bajos niveles de

compuestos fendlicos lipdfilos.
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EXPERIENCIA 3: EVOLUCION DE LOS PRINCIPALES COMPUESTOS VOLATILES
RESPONSABLES DEL AROMA, ENZIMAS Y LICOPENO DURANTE LA
FABRICACION Y ALMACENAMIENTO DE UN ZUMO DE TOMATE COMERCIAL

ACTIVIDAD ENZIMATICA

En esta experiencia se procedio a la cuantificacion de la actividad relativa de
las enzimas LOX y HPL en un zumo de tomate refrigerado durante la fabricaciéon y el
tiempo de duracion de su vida comercial. Los resultados obtenidos se muestran en las
Figuras 32 y 33. El porcentaje de actividad relativa de la enzima LOX disminuyo
significativamente durante el procesado del zumo de tomate alcanzando valores
residuales cercanos al 3% de la actividad inicial. Durante el almacenamiento los
valores residuales de actividad se mantuvieron constantes, sin observar diferencias
significativas entre las diferentes medidas realizadas durante el almacenamiento. De
igual forma, el porcentaje de actividad relativa de la enzima HPL mostr6 una
disminucién significativa durante el procesado, reduciendo la actividad en un 80%. La
actividad residual de la HPL disminuyé gradualmente durante la vida comercial,
mostrando diferencias significativas en los 22 primeros dias de almacenamiento y
disminuyendo su actividad relativa inicial hasta un valor préximo a un 90% al final de la

vida comercial.
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Figura 32. Efecto del procesado y almacenamiento en la actividad LOX de un zumo de tomate.
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Figura 33. Efecto del procesado y almacenamiento en la actividad HPL de un zumo de tomate.

Los resultados mostrados son similares a los publicados por Min et al., (2003),
quiénes observaron una inactivacion total de la enzima LOX tras aplicar el tratamiento
térmico de 92°C durante 90 s en zumo de tomate. Por el contrario, Anese y Sovrano
(2006), determinaron una reduccion de la actividad de la enzima LOX de un 60%, tras
aplicar un tratamiento térmico de 90°C durante 60 s a un extracto de tomate.
Igualmente, otros autores también han descrito la inactivacién de estas enzimas en
zumos de tomate con tratamiento térmicos superiores a los 60°C y por periodos mas
largos de tiempo que podrian llegar hasta los 12 min (Anthon y Barret, 2003; Rodrigo
et al., 2006).

En nuestras muestras se observa que la actividad de las enzimas LOX y HPL
se ve reducida significativamente por el tratamiento térmico (96°C durante 30s)
aplicado al zumo de tomate refrigerado, lo que demuestra que las enzimas son
termolabiles inactivAndose en casi su totalidad. Sin embargo, en ambos casos se
mantiene una actividad enzimatica residual, debido probablemente, a la presencia de
distintas isoenzimas mas termorresistentes, tal como ha sido descrito para la enzima
LOX y sus isoenzimas, que presentan diferente estabilidad térmica (Anese y Sovrano,
2006). No obstante, la existencia de una actividad enzimatica residual podria estar
provocada por una baja tasa de penetracion del calor debido a la viscosidad del zumo,
que origina una inadecuada distribucion de la temperatura, evitando la

desnaturalizaciéon de la enzima.
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COMPUESTOS VOLATILES

En el estudio de los principales compuestos aromaticos del zumo de tomate
refrigerado, lo resultados confirmaron la presencia de hexanal, (Z)-3-hexenal, (E)-2-
hexenal, (E,E)-2-4-hexadienal, 1-hexanol, (Z)-3-hexenol, 6-metil-5-hepten-2-ona y 6-
metil-5-hepten-2-ol en las muestras de triturado y procesado de tomate, los cuales han
sido previamente identificados como importantes contribuidores al aroma del tomate
(Buttery et al., 1993; Tikunov et al., 2005).

En la Figura 34 se muestran las concentraciones de los aldehidos hexanal, (Z)-
3-hexenal, (E)-2-hexenal y (E,E)-2-4-hexadienal durante las distintas fases del estudio.
El hexanal sufrié una disminucién en torno al 70% tras el tratamiento térmico aplicado
durante el procesado del zumo de tomate, pérdidas que se fueron incrementando de
forma significativa durante la vida comercial hasta llegar a una reduccion del 93% al
final de la vida comercial. La concentracion de (Z)-3-hexenal también mostré una
disminucion significativa (p<0.05), llegando a pérdidas de hasta el 97% de su
concentracion tras el procesado, y no siendo detectado a los 22 dias de
almacenamiento, ni al final de la vida comercial. De igual forma, el (E)-2-hexenal y el
(E,E)-2-4-hexadienal disminuyeron significativamente (p<0.05) tras el almacenamiento
en refrigeracion durante su vida comercial, pero sin llegar a valores tan marcados
como el hexanal y (Z)-3-hexenal. Sin embargo, sus respuestas frente al tratamiento
térmico mostraron tendencias diferentes, ya que mientras el (E)-2-hexenal aumenté
significativamente (p<0.05) alrededor de un 23%, el (E,E)-2,4-hexadienal disminuy6 un

13% tras el tratamiento térmico.

Analizando de forma individual la evolucion de los distintos compuestos
volétiles, hay que destacar el hecho de que tanto el (Z)-3-hexenal como el (E)-2-
hexenal, moléculas asociadas al aroma a tomate verde fresco (Yilmaz, 2001a), se
mostraron como los compuestos mas abundantes tras el triturado del tomate fresco.
Tras el tratamiento térmico, la concentracion del (Z)-3-hexenal disminuy6
drasticamente, fendmeno que coincidi6 en el tiempo con un incremento en la
concentracion del (E)-2-hexenal, hecho que demuestra una posible reaccion de
isomerizacioén asociada al tratamiento térmico y las presencia de acidos libres en el
tomate, ya que el calor y los acidos organicos es uno de los factores que puede
originar el paso de isbmeros trans a cis o viceversa (Kazeniac y Hall, 1970). Por otro
lado el aldehido (E,E)-2,4-hexadienal, compuesto generado de forma natural mediante

auto-oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados, disminuyé de forma progresiva y
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significativa su concentracion a lo largo del estudio, estando afectada esta tanto por el
tratamiento térmico como por el almacenamiento en refrigeracion de los zumos de
tomate. En este caso, la enzima LOX también podria mediar la formacion del (E,E)-
2,4-hexadienal a partir de acidos grasos polinsaturados en el triturado de tomate. De
hecho, la maxima actividad enzimatica coincide con la méaxima concentracion de este
compuesto, y al desaparecer casi totalmente la actividad enzimatica de la LOX, no se
genera mas (E,E)-2,4-hexadienal. Ademds, se observa una disminucion significativa
(p<0.05), pero que no superd el 20% de la cantidad inicial, al final de la vida comercial
como consecuencia de la reducida actividad enzimatica al final de la vida comercial
(Figura 34).
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Hexanal (Z)-3-Hexenal (E)-2-Hexenal (E,E)-2,4-hexadienal
m Trituraclo de tomate u Zumo de tomate dia 0
» Zumo de tomate dia 22 Zumo de tomate Fin de vida

Figura 34. Evolucién de los principales aldehidos volatiles responsables del aroma, tras el
procesado del triturado de tomate y hasta el fin de la vida comercial del zumo a los 44 dias de
fabricacion. Los resultados son expresados como partes por millon (ppm). Diferentes letras en
las barras para cada compuesto indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Para analizar las relacciones existentes entre la actividad enzimatica y los
compuestos volatiles, se realiz6 un estudio de correlaccion de Pearson. En la Tabla 26
se muestran los coeficientes de correlacion entre los aldehidos hexanal, (Z)-3-hexenal,
(E)-2-hexenal, (E,E)-2-4-hexadienal y la actividad residual (AR) de las enzimas LOX y
HPL, mostrando en casi todos los casos una correlacién positiva y con significancia

estadistica (p<0.01). Estos resultados muestran que las AR de las enzimas LOX y HPL
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estan intimamente ligadas a la produccién de estos compuestos volatiles. Unicamente
en el caso de el (E)-2-hexenal no se observé una correlacion significativa con la
actividad enzimatica de LOX y HPL. Este hecho puede estar justificado porque el (E)-
2-hexenal es un isbmero mas estable del (2)-3-hexenal, que se forma mediante dos
vias a partir de este aldehido, una enzimética en la que interviene una enzima
isomerasa, y otra no enzimatica (Bai et al., 2011), inducida probablemente por el
tratamiento térmico asociado al procesado y las condiciones acidas del zumo de
tomate. En este sentido, Kazeniac y Hall (1970) determinaron que el (Z)-3-hexenal se
mostraba bastante inestable en condiciones de calor y medios &cidos, isomerizandose
hacia el (E)-2-hexenal. De este hecho podria derivarse la explicacién del aumento del
(E)-2-hexenal en el “zumo de tomate a dia 0” por encima de los niveles iniciales,
coincidiendo segun esta hipoétesis con la disminucion del (Z2)-3-hexenal, tal y como se
ha descrito anteriormente. Sin embargo, estas observaciones no coinciden con las
publicadas por otros autores como Aguilé-Aguayo et al. (2009), quiénes observaron
una disminucién del (E)-2-hexenal tras los tratamientos térmicos a 90°C aplicados
durante 30 y 60 s, aunque en sus muestras estudio no estudiaron el efecto de los

tratamientos térmicos sobre el isémero (Z)-3-hexenal.

Tabla 26. Correlaciones mediante analisis de correlacion de Pearson entre la AR de la enzimas
LOX y HPL, y los compuestos volatiles analizados.

AR LOX AR HPL

Hexanal 0.965 * 0.987 *
(2)-3-Hexenal 0.980 * 0.969 *
(E)-2-Hexenal 0.245 0.453

(E,E)-2-hexadienal  0.767 * 0.836 *

*. La correlacion es significativa p<0.01.

La reduccion enzimatica de los aldehidos hexanal y (Z)-3-hexenal provoca la
aparicion de sus correspondientes alcoholes 1-hexanol y (Z)-3-hexenol, dos de los
compuestos mas importantes en el aroma del tomate (Buttery y Ling, 1993b). La
evolucion de los mismos tras el procesado y su posterior almacenamiento se muestran
en la Figura 35. La concentracion de estos compuestos volatiles es méas elevada tras
el tratamiento térmico, alcanzando valores cuatro veces superiores al contenido inicial

para el 1-hexanol, y duplicando su concentracion para el (Z)-3-hexenol. Por otro lado,
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tras el almacenamiento en refrigeracion de los zumos durante la vida comercial, el 1-
hexanol y (2)-3-hexenol disminuyeron mostrando diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05). No obstante, hay que destacar que las concentraciones finales
de ambos compuestos en los diferentes tiempos de almacenamiento fueron superiores

a las obtenidas para la muestra de triturado de tomate.

Es destacable el hecho de que se produzca un incremento en los compuestos
1-hexanol y (Z)-3-hexenol tras el tratamiento térmico. Aunque el procesado disminuye
significativamente la actividad de las enzimas encargadas de la reduccién de los
aldehidos precursores de estos compuestos, los resultados muestran una actividad
enzimatica residual que puede derivar en un aumento significativo de la concentracion
de estos alcoholes. Sin embargo, la hipétesis mas plausible podria ser que tras el
triturado del tomate, haya transcurrido el tiempo necesario antes del tratamiento
térmico, como para favorer la produccion del 1-hexanol y (Z)-3-hexenol en mayores
concentraciones que en las encontradas en el estadio inicial, ya que la disrupcion de
los tejidos en el producto homogenizado es un factor determinante para poner en
contacto las enzimas con sus sustratos. Si esto fuese asi, estos compuestos se
formarian en cantidades suficientes para mostrar valores como los observados tras el
tratamiento térmico, manteniéndose en concentraciones superiores a las iniciales
durante el almacenamiento. Estos dos compuestos no pueden ser correlacionados
directamente con la enzima encargada de su generacion, puesto que la ADH no era
objeto de este estudio. Por otro lado si se estableci6 la correlacion entre estos
compuestos volatiles y sus precursores. Asi pues, se detectaron correlaciones
negativas y significativas entre el hexanal y el 1-hexanol (r=-0.759 p<0.01), y del (2)-3-
hexenal con el (Z)-3-hexenol (r=-0.873 p<0.01).

125



Resultados y discusion

8
6 - a
a
4 c
b
c
2 {
d
.l |
1-hexanol (Z2)-3-hexenol
m Triturado de tomate ®m Zumo de tomate dia 0
m Zumo de tomate dia 22 Zumo de tomate Fin de vida

Figura 35. Evolucién de los principales alcoholes volatiles responsables del aroma, tras el
procesado del triturado de tomate y hasta el fin de vida del zumo a los 44 dias de fabricacion.
Los resultados son expresados como partes por millon (ppm). Diferentes letras en las barras
para cada compuesto indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Para completar el estudio se determind la evolucion de los compuestos
volétiles derivados de uno de los principales compuestos bioactivos del tomate, el
licopeno. Entre ellos destacan la 6-metil-5-hepten-2-ona y el 6-metil-5-hepten-2-ol
(Buttery et al., 1987, 1988; Caris-Veyrat et al., 2003). Durante el tratamiento térmico
correspondiente al procesado se produjo un aumento en la concentracién de ambos
compuestos volatiles, mas acusada en el caso del alcohol, duplicAndose su
concentracion. Por el contrario, las tendencias en la concentracion de estos
compuestos volatiles durante el almacenamiento fueron opuestas, incrementandose
para la cetona y disminuyéndose ligeramente pero de forma significativa para el

alcohol. (Figura 36).
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Figura 36. Evoluciéon de los compuestos volatiles derivados del licopeno tras el procesado del
triturado de tomate y hasta el fin de la vida comercial del zumo a los 44 dias de fabricacion. Los
resultados son expresados como partes por millon (ppm). Las diferentes letras dentro de las
barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

La 6-metil-5-hepten-2-ona se produce a partir del licopeno mediante fenbmenos
de co-oxidacién (Buttery y Ling, 1993a) entre los que podria estar involucrada la
enzima LOX (Robinson et al., 1995). De esta forma, la enzima favoreceria la oxidacion
de &cidos grasos poliinsaturados y los productos de oxidacion de la actividad
enzimatica (radicales peroxilo) reaccionarian con carotenoides como el licopeno
(Whitaker, 1991). Por otro lado, esta cetona también podria derivar de otros procesos
como la hidrélisis térmica de glicésidos del tomate, los cuales pueden liberar grandes
cantidades de este compuesto (Salles, 2008). Este fendmeno podria explicar el
aumento en la concentracion de este compuesto volatil tras el tratamiento térmico
aunque no explicaria el aumento a lo largo del tiempo de almacenamiento. En este
caso, la degradacion del licopeno mediante procesos de oxidacion podria ser el agente
causante del aumento de la concentracion de esta cetona, procesos en los que
podrian estar la actividad LOX residual encontrada en el zumo de tomate almacenado
en refrigeracion. Esta enzima puede ser activa incluso a temperaturas por debajo de
0°C (Calligaris et al., 2002).

El 6-metil-5-hepten-2-ol es otro de los volatiles producidos a partir de la
degradacion del licopeno (Ishida et al. 1993). De igual forma que para los alcoholes 1-

hexanol y (Z)-3-hexenol, aunque por mecanismos todavia desconocidos, el aumento
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significativo de la concentracidén de el 6-metil-5-hepten-2-ol entre la muestra de tomate
triturado y el zumo de tomate procesado podria estar motivado por la formacion de
este compuesto durante el tiempo que transcurre entre el triturado de tomate y su
posterior tratamiento térmico. Gao et al. (2008) observaron el incremento en la
concentracion de el 6-metil-5-hepten-2-ol a partir de la 6-metil-5-hepten-2-ona con
respecto al tiempo, provando la capacidad reductora de los discos de tomate utilizados
para el ensayo. De esta manera, el tiempo transcurrido entre el triturado de tomate y
Su posterior tratamiento térmico puede ejercer un papel muy importante en la
generacién de compuestos volatiles, ya que cuanto mas tiempo transcurra, mas se
alterarian las concentraciones de los compuestos volatiles. Este hecho pone de
manifiesto que el 6-metil-5-hepten-2-ol podria originarse mediante dos vias, una por
degradacion del licopeno y la otra por reduccién de la 6-metil-5-hepten-2-ona.

En la actualidad son desconocidos muchos de los mecanismos mediante los
cuales se originan los compuestos volatiles derivados de carotenoides, pero a la luz de
los resultados parece que el tratamiento térmico disminuiria la actividad enziméatica
asociada a la formacién de este alcohol, lo que provoca que no aumente su
concentracion durante el almacenamiento del zumo de tomate en refrigeracion. De
hecho se produce una disminucién en la concentracion del 6-metil-5-hepten-2-ol a lo
largo del almacenamiento, inducido probablemente por fendmenos de oxidaciéon que
podrian originar la cetona correspondiente, es decir la 6-metil-5-hepten-2-ona. Para
corroborar esta afirmacion se realiz6 un estudio de correlacion de Pearson entre
ambos compuestos durante el almacenamiento y se observé una correlacion negativa

y estadisticamente significativa (r=-0.916, p<0.01).

LICOPENO

Como la formacién de la 6-metil-5-hepten-2-ona y el 6-metil-5-hepten-2-ol estan
relacionadas con la degradacion enzimatica del licopeno, se estudié la evolucion del
contenido de licopeno en el zumo de tomate tras el tratamiento térmico y durante el
almacenamiento en refrigeracion, realizando un estudio de correlacién entre la
produccion de estos compuestos volatiles y el contenido en licopeno. La Tabla 27
muestra el contenido de los isomeros all-trans y cis del licopeno, asi como el contenido
de licopeno total en la muestra de tomate triturado, zumo de tomate al dia 0 y zumo de
tomate a los 22 dias y al final de la vida comercial, tras el almacenamiento en

refrigeracion. Tal y como se puede observar la concentracion de licopeno total asi
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como la del isdbmero mayoritario, all-trans-licopeno, aumenté significativamente tras el
procesado del zumo de tomate, observando una pérdida significativa durante la vida
comercial del zumo de tomate. En el caso del licopeno total se observa un incremento
de licopeno de 19.76 a 27.25 mg/Kg, mientras que para el all-trans-licopeno los
valores incrementaron tras el tratamiento térmico desde 18.04 a 25.55 mg/Kg. Para la
suma total de los isomero cis del licopeno, el comportamiento fue exactamente el
mismo, aumentando tras el tratamiento térmico 1 mg/Kg (1.73 vs 2.78 mg/Kg), y
disminuyendo durante el almacenamiento en refrigeracion a lo largo de vida comercial.
El incremento tras el procesado en la cantidad de licopeno y sus isbmeros se debe
principalmente al hecho de que el tratamiento térmico favorece la rotura de las
estructuras celulares y facilita el proceso de extraccion, aumentando la cuantificacion
(Pérez-Conesa et al., 2009; Jacob et al., 2010). También el tratamiento térmico del
puré de tomate, durante la elaboracion del zumo, trae consigo una ligera
concentracion por evaporaciéon del agua de constitucion (Pérez-Conesa et al., 2009), lo
que incrementa las concentracién de este carotenoide. Sin embargo, la disminucion
significativa del licopeno observada durante el almacenamiento estaria justificada por
la degradacion oxidativa de este compuesto, ya que la actividad residual de las
enzimas puede mantenerse activa incluso a temperaturas de refrigeracion o

congelacién (Calligaris et al., 2002).

Tabla 27. Contenido de licopeno, expresado en mg/Kg, en el zumo de tomate tras el
tratamiento térmico y durante el almacenamiento en refrigeracioén durante su vida comercial.

all-trans-Licopeno cis-Licopeno Licopeno Total

Triturado de Tomate 18.04+0.84 ¢ 1.73+0.03 ° 19.76+0.86 ¢
Zumo Tomate dia 0 24.55+0.20 2 2.78+0.03%  27.25+0.10°
Zumo de Tomate dia 22 23.85+0.11 ® 2.52+0.04°  26.41+0.17 %
Zumo de Tomate Fin de Vida 23.18+0.38 ° 1.94+0.11 ¢ 25.19+0.38 °

Los valores se definen como la mediatSD y son expresados como mg/Kg de peso fresco. Las diferentes
letras dentro de cada columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

La degradacién oxidativa del licopeno puede conducir a un aumento en la

concentracion de la 6-metil-5-hepten-2-ona (Davila-Avifia et al., 2011), que ha sido
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observado y descrito anteriormente. Aunque las enzimas pueden estar involucradas en
el ligero incremento de la 6-metil-5-hepten-2-ona durante el almacenamiento, otros
factores como pueden ser la presencia de agentes oxidantes (como los restos de
peréxido de hidrégeno usado para esterilizar el envase de tetrabrik en el que es
envasado del zumo) o el la presencia de microorganismos (estamos ante un producto
refrigerado que no es estéril), pueden también favorecer la degradacion oxidativa del
licopeno, originando, mediante esta via, la 6-metil-5-hepten-2-ona. Tal y como
muestran los resultados, la degradacion del licopeno durante el almacenamiento es
progresiva y estadisticamente significativa a lo largo del tiempo (Tabla 27), lo que
explicaria el aumento observado (estadisticamente significativo, p<0.05) en la

concentracion de esta cetona durante el almacenamiento (Figura 36).

Estos resultados se encuentran contrastados por los obtenidos en el estudio de
correlacion ya que se observa una correlacion negativa y significativa entre la
concentracion de la cetona y licopeno en el zumo de tomate durante el
almacenamiento (r= -0.955, p<0.01). Sin embargo, durante el tratamiento térmico se
observé una correlacion positiva significativa enmascarada por el hecho de que se
produce la liberacién del licopeno desde la matriz y una ligera concentracion debido a

la pérdida de agua de constitucion.

PERFIL AROMATICO

El andlisis de los diferentes compuestos volatiles analizados en las muestras
de tomate triturado y posteriormente en el zumo nos permite establecer un perfil con
los diferentes compuestos responsables del aroma. La Figura 37 representa los
perfiles arométicos asociados al triturado y zumo de tomate en sus distintas fases,
desde el inicio hasta el final de su vida comercial. De forma general, tanto el
procesado como el almacenamiento de los zumos de tomate supusieron una pérdida
en el perfil de compuestos volatiles relacionados con las notas definidas como fresco y
verde, disminuyendo asi su calidad aromatica. El hexanal, (Z)-3-hexenal y (E)-2-
hexenal son los compuestos mas importantes, por concentracion y umbral de
percepcion, que potencian el aroma verde caracteristico del tomate (Yilmaz et al.,
2001ab). Su disminucion a lo largo del estudio justificaria en gran medida la perdida de
calidad aromatica de los zumos de tomate, tras el tratamiento térmico y al final de su
vida comercial. Kazeniac y Hall (1970), explicaron que la disminucion de estos tres

aldehidos asociados a las notas de olor “verde” podrian ser la causa de la aparicion de
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las notas a “cocinado” caracteristicas de los productos de tomate que han sufrido un
tratamiento térmico. En este sentido, la disminucion de otros compuestos volatiles
como el (E,E)-2-4-hexadienal, positivamente correlacionado con los sabores dulce y
afrutado (Galiana-Balaguer et al., 2004), o el aumento de la 6-metil-5-hepten-2-ona,
correlacionado, en altas concentraciones, con la perdida de las notas aromaticas
tipicas del tomate y sabores insipidos (Rowley, 2003) o con la sensacién de picor y
astringencia (Abegaz et al., 2004), también podrian contribuir a la disminucion de la
calidad organoléptica de estos procesados de tomate al final de su vida comercial.
Estos cambios han sido descritos anteriormente durante el almacenamiento del zumo
de tomate lo que demuestra la pérdida en la calidad organoléptica en el zumo de
tomate con respecto al tomate recién triturado.

Hexanal
8

6-Metil-5-Hepten-2-ol 6 (Z)-3-Hexenal

6-Metil-5-Hepten-2-ona @ #:— (E)-2-Hexenal
p = (E)
A
(Z)-3-Hexenol "(E,E)-2,4-Hexadienal
1-Hexanol
—e—Muestra triturada 4—7umo de tomate
—o—7umo de tomate 22 dias +—Zumo de tomate fin de Vida

Figura 37. Contribucion relativa al aroma del tomate de cada uno de los compuestos volatiles
analizados. Su célculo se realizé a través del log de las unidades de olor, definidas estas como
la concentracién del compuesto volatil dividido entre su umbral de percepcion (Buttery, 1993;
Van de Gemert, 2003).

En general, tanto el procesado como el almacenamiento de los zumos de
tomate suponen una pérdida gradual de aquellos compuestos relacionados con el

aroma fresco del tomate. La disminucién en la concentracion de hexanal, (2)-3-
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hexenal, (E)-2-hexenal, (E,E)-2-4-hexadienal, 1-hexanol, y (Z)-3-hexenol sélo puede
ser el resultado, o bien de una disminucion continua de &acidos grasos que actuan
como sustrato o debido a la disminucién de la actividad enzimatica, provocada en

mayor medida por el tratamiento térmico a 96°C durante 30 s.

Si consideramos que los compuestos analizados en este estudio dependen su
formacion de la actividad enzimatica de las enzimas LOX y HPL, esta solo tendr& lugar
fundamentalmente durante el triturado de tomate, fase en la que las enzimas
mantienen toda su actividad. Puesto que la generacion de compuestos volatiles
dependera de una secuencia enzimética, los primeros compuestos en formarse serian
los aldehidos hexanal y (Z)-3-hexenal. En consecuencia, compuestos como los
alcoholes hexanol o (Z)-3-hexenol se formaria més tarde, y la hipétesis de que estos
compuestos se generen durante el tiempo transcurrido entre la toma de muestra del

triturado de tomate y su posterior tratamiento térmico cobra especial relevancia.

Otra forma de explicar los resultados obtenidos seria planteando el hecho de
gue la formaciéon de compuestos volatiles dependera tanto de los sistemas enzimaticos
como no enzimaticos, como podria ser la temperatura o el pH. La formacién de estos
compuestos tendria lugar incluso durante el del tratamiento térmico, mediante la
hidrélisis y descomposicion de los esteres de acidos grasos, tal y como ya sugeria
hace 30 afios Chung et al. (1983), cuando observé incrementos en los volatiles (E)-2-
hexenal y (Z)-3-hexenol en zumos de tomate tratados térmicamente a 90-96°C con

respecto a los tomates en fresco.

Aunque todos los compuestos volatiles analizados intervienen, en mayor o
menor medida, en el aroma a fresco del tomate, parece ser que los compuestos
hexanal y (2)-3-hexenal son los responsables directos de la pérdida de esta cualidad

aromatica.
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EXPERIENCIA 4: ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN A LA
DISPONIBILIDAD IN VITRO DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DE UN PURE
DE TOMATE

El tomate tipo “passata” fue analizado para determinar la cantidad de licopeno
total y de sus isémeros. El valor medio de licopeno total fue de 173.2 mg/Kg de peso
fresco, con un 5.9% de is6meros cis del licopeno (datos no mostrados). La estabilidad
del licopeno durante la digestién in vitro fue calculada en funcién del licopeno total
cuantificado en las fracciones de la digestion géastrica (GD) y la digestion intestinal (ID)
de las diferentes muestras (Figura 38), mostrando una mayor estabilidad tras la
digestion gastrica que tras la intestinal. En general, entre un 99% y un 60% del
licopeno total del tomate tipo “passata” fue recuperado en la GD, mientras que en la
ID, estos valores alcanzaron valores entre el 97% y el 50%. Granado-Lorencio (2007a)
describié que la estabilidad de los carotenoides durante las fases salivar, gastrica y
duodenal fue, de media, mayor de un 80%, datos que coinciden con los encontrados

en el presente estudio.
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Figura 38. Estabilidad del licopeno total tras la digestion gastrica (GD) e intestinal (ID), y la
cantidad de licopeno total solubilizado en la fraccion micelar (MF). Los datos son expresados
como el valor medio de tres determinaciones.
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Las Tablas 29 y 30 muestran el contenido de los isomeros del licopeno, cis y
all-trans, ademas del porcentaje de isomerizacion después de cada una de las etapas
de digestién de tomate tipo “passata”. Aunque algunos autores (Granado-Lorencio et
al., 2007a; Richelle et al., 2010) mostraron que la relacidon cis/trans de alimentos
procesados era aparentemente inalterable durante las fases géastrica y duodenal, en
este estudio se ha observado un comportamiento distinto. En la fraccion GD (Tabla
29) el contenido de all-trans-licopeno mostré valores que oscilaron entre 74.75 y
155.01 mg/Kg, mientras que la cantidad de is6meros cis se mantuvo entre 9.43 y
37.82 mg/Kg. En algunas de las muestras, los porcentajes de cis-licopeno fueron
significativamente mayores, alcanzando valores cercanos al 30%, lo cual podria estar
relacionado con el pH. Es un hecho conocido que la presencia de medios acidos
podria inducir las reacciones de isomerizacion del licopeno en los alimentos (Schiedt y
Liaaen-Jensen, 1995), asi como bajo condiciones de simulacion de una digestién
gastrica (Re et al., 2001; Moraru et al., 2005). De hecho, ha sido descrito en un modelo
a pH gastrico (1.5) que el all-trans-licopeno disminuye su concentracion conforme
aumenta la del 13-cis-licopeno, siendo esta una reaccion reversible, ya que estos
isbmeros cis isomerizan predominantemente a las formas all-trans (Moraru et al.,
2005). De acuerdo con estos autores, el pH conduce a una isomerizacion que es
responsable, al menos en parte, en la alta proporcién de cis-licopeno encontrada en el

cuerpo humano, ya que los isémeros cis pueden ser formados en el estdbmago.

Tras la ID (Tabla 30), el mayor contenido de all-trans-licopeno fue detectado en
el ensayo numero 3, con un valor medio de 157.11 mg/Kg, mientras que la
concentracion mas pequefia se encontré en la muestra numero 5, con un valor medio
de 72.63 mg/Kg. En cuanto a los valores de los isémeros cis, estos fueron
significativamente menores que los descritos para la GD, mostrando un intervalo de
resultados que varié desde 5.16 a 17.22 mg/Kg, lo cual representa menos de un 17%
de isdmeros cis. Aunque algunos autores no han observado porcentajes de
isomerizacién del licopeno significativos bajo condiciones intestinales (Granado-
Lorencio 2007a, Richelle et al., 2010), los resultados de este estudio muestran un
ligero incremento de los isémeros cis comparados con la concentracion inicial de cis-
licopeno del tomate tipo “passata”. Por otra parte, la menor proporcion de isémeros cis
encontrados en las muestras de ID comparadas con las GD, muestran que las
reacciones de isomerizacion provocadas por el pH, implican procesos reversibles
(Moraru et al., 2005). De esta forma, cuando se alcanza un pH mas neutral en las
muestras de ID, tienen lugar cambios conformacionales que aumentan el contenido de

las formas all-trans del licopeno.
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El contenido de licopeno y sus isGmeros en la fraccion micelar (MF) se muestra
en la Tabla 31 y la Figura 38. Tal y como se puede observar, el licopeno total que se
incorpora a las micelas es una pequefia proporcién del licopeno total (valores entre el
2y el 12%), ya que se obtuvo una baja concentracién de este carotenoide en todos los
ensayos (Figura 38). Las concentracion de all-trans-licopeno varié desde 0.64 hasta
19.75 mg/Kg, mientras que para los isdmeros cis todos los valores eran inferiores a 3
mg/Kg, incluso indetectables en algunos ensayos (Tabla 31). Estos resultados estan
de acuerdo con otros mostrados previamente en la literatura cientifica; Reboul et al.
(2006) determind que el licopeno del puré de tomate es el carotenoide menos
bioaccesible, en comparacion con la luteina de la espinaca o el (B-caroteno de las
zanahorias, mostrando indices inferiores de solubilizacion en las micelas. Ademas,
Huo et al. (2007) mostraron que la proporcion de licopeno incorporado en las micelas
de una ensalada rica en carotenoides oscil6 entre 1.1% y 5.6%. Esta incorporacion se
hace en base a tres principios, segln describen estos autores: la presencia de aceite,
la longitud de cadena y grado de saturacion de los acidos grasos. Sin embargo, hay
gue mencionar que, en algunos estudios, los porcentajes de isomerizacién fueron
ligeramente mayores tras la digestion intestinal, alcanzando valores en torno al 20%,
demostrando que los isébmeros cis del licopeno se incorporan en micelas de forma

preferencial a los isémeros all-trans del licopeno (Boileau et al., 2002).

Para determinar los factores mas criticos en cuanto a la disponibilidad in vitro
del licopeno, las concentraciones de los distintos isébmeros cuantificados en los 24
ensayos correspondientes a las DG, DI y MF fueron relacionados con las diferentes
condiciones utilizadas en los mismos. Los resultados obtenidos en la fase de seleccion
puede ser discutidos en base a tres principios empiricos: el principio de escasez (s6lo
seran criticos un pequefio numero de factores), el principio de jerarquia (los efectos
primarios son mas propensos a ser criticos que los efectos secundarios generados a
partir de interacciones de dos factores, que a su vez son mas propensas a ser criticos
que la interaccion de tres factores, y asi sucesivamente), y el principio de la herencia
(para una interaccion es inusual ser critica a menos que, al menos uno de los factores
que intervienen, tenga un efecto critico activo primario). Sobre la base de estos
principios, claramente establecido por Miller y Sitter (2001), el nivel de confianza de p
<0.20 fue el utilizado para identificar los principales efectos méas importantes,
descartando informacion sobre las interacciones proporcionadas por disefios
factoriales fraccionados. La Tabla 32 muestra el efecto de los once factores
codificados en las respuestas medidas (mg de alll-trans- y cis-licopeno) en DG, DI y

MF con el objetivo de determinar los factores que se consideran los mas influyentes
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para la disponibilidad in vitro licopeno. Con una p<0.20 el factor fue considerado como

un factor de influencia (IF).

Para la GD solo pudieron ser considerados los efectos de los factores
codificados desde el X; hasta el Xs, debido fundamentalmente a que el resto de
factores estan relacionados con las condiciones de ID y por lo tanto, los factores desde
Xs hasta X;; no tienen efecto en las muestras de GD, ya que han sido tomadas antes
de aplicar las distintas condiciones y afiadir las enzimas relacionadas con la digestion
intestinal. Asi pues, después de GD s6lo dos factores pueden ser considerados como
factores de influencia. El tratamiento térmico (X;) aplicado al puré de tomate tiene un
efecto negativo sobre el contenido de all-trans-licopeno, hecho que podria estar
asociado a cambios conformacionales en las moléculas de licopeno asociadas al
tratamiento térmico. Sin embargo, estos cambios no se asocian con el aumento de los
isdbmeros cis, ya que ningun IF fue identificado para el contenido de cis-licopeno
después de la digestion gastrica de tomate tipo “passata”. En general, los cambios en
los carotenoides, y por lo tanto en el licopeno, podrian ser provocados mediante
procesos de isomerizacion y oxidacion (Meléndez-Martinez et al., 2004b). Shi et al.
(2003) y Zanoni et al. (2003) determinaron que en los productos de tomate cocinados
a temperaturas superiores a 100°C, el proceso de degradacién tuvo lugar mas
rapidamente que el de isomerizacion, aumentando esta relacién en funcion del tiempo
de coccién. Dado que los productos de oxidacion de licopeno no se miden en este
estudio, el efecto negativo del tratamiento térmico podria conducir a una reduccion de
all-trans-licopeno asociada a las reacciones de oxidacion. El otro factor significativo fue
la adicién de aceite de oliva (X,), que puede ser considerado como un IF con un efecto
positivo en el contenido total de all-trans-licopeno. Este efecto puede estar relacionado
con el hecho de que la presencia de aceite o grasa facilite la solubilizacién del
licopeno. Tras la digestion gastrica el licopeno es separado de los complejos proteicos
a los que se mantiene unido de forma natural (During y Harrison, 2004), y la presencia
de aceite o grasa podria mejorar su solubilizacion debido a su caracter lipdfilo
(Tyssandier et al., 2001). A pesar de que fueron cuantificados una proporcién mayor
de isdmeros cis en las muestras de GD, ningun factor fue considerado como IF para la
concentracion de cis-licopeno tras la digestion gastrica, ni siquiera el pH. Esto podria
explicarse porque las reacciones de isomerizacion dependen de los valores de pH. Asi
pues, en los modelos in vitro que simulan el estado de ayuno in vivo, el rango de pH
utilizado es bastante bajo, en torno a 1.5-2 (Re et al., 2001; Moraru et al., 2005),
mientras que auquellos que usan valores més elevados de pH géstrico simulan las

condiciones del estomago tras la ingesta de comida, ya que después de una comida
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rica en vegetales los rangos de pH se encuentran entre 5.8 tras la comida, y 3 a las 3
horas de la ingesta (Tyssandier et al., 2003; Reboul et al., 2006). En modelos in vitro
llevados a cabo posteriormente la isomerizacion debida al pH no fue estudiada
(Reboul et al., 2006; Richelle et al., 2010), y por esta razén no fue determinada la
influencia del pH gastrico. En nuestro estudio fueron seleccionados dos valores de pH
de acuerdo con las diferentes condiciones fisiologicas, el estado de ayuno y el
posterior a la ingesta de comida.

Para las muestras de ID y MF, 7 de los 11 factores resultaron ser IF para la
concentracion del all-trans-licopeno y cis-licopeno. El tratamiento térmico (X;) fue
considerado como IF debido a su efecto negativo sobre el contenido de all-trans-
licopeno y positivo para la concentracion de is6meros cis detectados en la ID. Este
hecho podria deberse a que el tratamiento térmico, seguido de la digestién gastrica,
conduce a una isomerizacion del all-trans-licopeno, aumentando asi la concentracion
del cis-licopeno (Moraru et al., 2005). Aunque, la pasteurizacion industrial de algunos
productos de tomate no provoca un aumento del porcentaje de isomerizacién (Pérez-
Conesa et al., 2009), el cocinado doméstico si podria inducir la isomerizacion, ya que
el tomate es cocinado a temperaturas mas altas y en presencia de oxigeno (Jacob et
al., 2010). Por otra parte, la oxidacién de licopeno podria aparecer mas rapidamente
gue la isomerizaciéon durante el calentamiento (Shi et al., 2003; Zanoni et al., 2003)
disminuyendo el all-trans-licopeno. El tiempo de digestién gastrica (X;) también es
considerado como un IF, debido a su efecto negativo sobre el contenido de all-trans-
licopeno y positivo para la concentracién de is6meros cis que alcanzan el intestino
delgado y que se incorporan a las micelas. Este hecho podria deberse a que, bajo las
condiciones de pH gastrico, el all-trans-licopeno tiende a descomponerse o
isomerizarse (Moraru et al., 2005), lo cual podria determinar una menor actividad
(Tabla 30) en las muestras de ID (Figura 38). Ademas, el porcentaje de isomerizacion
en la ID y MF aumentd en relacion al tiempo de digestion gastrica. Este efecto se
relaciona, tal y como se ha descrito anteriormente, con la isomerizacion provocada por
el pH (Re et al., 2001; Moraru et al., 2005). La composicion de los alimentos también
determina el tiempo que el alimento esta en el estbmago durante la digestién. La
presencia de proteinas y grasas, favorece la secrecion de acido clorhidrico en la
mucosa del estbmago y aumenta el tiempo de digestion con respecto a un estdbmago
vacio. En este estudio se han considerado dos tiempos de digestion gastrica, 15y 60
min, en contraste con los 30 min considerados por otros autores (Reboul et al., 2006).
Quince minutos representan el tiempo en el que el tomate tipo “passata” permaneceria

en el estbmago si fuese consumido solo, y 60 min si este fuera consumido junto a
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otros alimentos, aumentando asi el tiempo de digestion. En base a los resultados
obtenidos en este estudio, cuando el tomate tipo “passata” es sometido a una
digestion gastrica durante 60 min, existe un mayor porcentaje de cis-licopeno en la ID

y también en las micelas, aumentando su bioaccesibilidad.

En el intestino grueso son muchos los factores que van a afectar la
biodisponibilidad de carotenoides. Segun Tyssandier et al. (2001), valores de pH
intestinal entre 6 y 7, la presencia de aceite y la concentracion de sales biliares, son
los principales factores que determinan la solubilizacion de carotenoides antes de su
absorcion. Especialmente, las sales biliares secretadas en presencia de grasas
facilitan la formacion de micelas en el lumen intestinal durante la digestién, y cuando
los carotenoides llegan a este punto, son solubilizados junto con la grasa en las
micelas (Tyssandier et al., 2001). Huo et al. (2007) observaron que la presencia de
grasa o aceite en los alimentos debia estar entre un 0.5-1% para favorecer asi la
solubilizacién de los carotenoides en las micelas. La adicién de aceite de oliva (X,) es
considerado un IF durante la ID y MF, ya que el aceite de oliva facilita la solubilizacion
del licopeno, ejerciendo un efecto positivo en la cuantificacion de ambos isbmeros
durante la ID, aunque con un efecto contrario en el caso de la MF. La cantidad de
aceite presente en las muestras fue mayor que el porcentaje recomendado (Huo et al.,
2007), lo que resulta en un efecto positivo en la cantidad cuantificada de licopeno
durante la ID, pero disminuyendo la solubilizacién del licopeno en las micelas. Este
comportamiento podria ser debido al hecho de que un mayor contenido de aceite
necesita de mas sales biliares para formar las micelas, por lo que en los ensayos con
alto nivel de aceite, la solubilizacion del licopeno en la fase micelar se ve
probablemente disminuida porque la cantidad de sales biliares no es suficiente para la
formacion de micelas (Tyssandier et al., 2001). Otro factor que es considerado como
IF para all-trans-licopeno cuantificado en la MF, es la adicién de pepsina (Xsg). Una alta
concentracion de pepsina durante la digestion géastrica favorece la rotura de los
complejos licopeno-proteina, resultando en una mejor cuantificacion del licopeno
presente en los alimentos. Durante la digestion in vitro la concentracién de sales
biliares (Xg) mostré un efecto negativo y significativo sobre la cantidad de isGmeros cis
de licopeno en la ID y en el porcentaje de isomerizacién de la MF. Reboul et al. (2006)
determinaron que las sales biliares favorecen la disponibilidad in vitro de licopeno y
otros carotenoides, mediante el aumento de la solubilizacién en la fase micelar. Sin
embargo, la concentracion de las sales biliares no tuvo influencia significativa sobre
all-trans-licopeno, en ninguna de las fracciones analizadas (ID y MF), aunque si tienen

que ser considerados como un IF con efecto negativo para el cis-licopeno, lo cual seria
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asociado con una reduccion de la disponibilidad de licopeno. Aunque se ha detectado
un porcentaje mayor de isémeros cis en las micelas, en comparacién con las muestras
de ID, el alto nivel de sales biliares no favorece este fendmeno, y la solubilizacién
puede estar favorecida por las formas quimicas. La adicion de colipasa (Xs) tiene un
efecto negativo sobre la cantidad de all-trans-licopeno después de la ID, porque este
co-factor proteico activa la lipasa pancreatica favoreciendo la hidrélisis de la grasa y
dificultando la solubilizacion del licopeno en la fase micelar. La lipasa pancreatica es
inactivada por las sales biliares, dado que impiden la adsorciéon de la lipasa a las
micelas, y la funcién de la colipasa parece ser para reactivarla favoreciendo esta unién
(Borgstrom y Erlanson, 1973; Maylie et al., 1973). El tiempo de la ID también se
considera como un IF para el contenido total de all-trans-licopeno en la ID y en el
porcentaje de isomerizacion de la MF, ya que cuanto mas largo es el periodo de
digestibn mas se aumenta el porcentaje de isomerizacién en las micelas (Tyssandier
et al., 2001). Sin embargo, la velocidad (X;;) aplicada durante la digestion in vitro no

tienen efecto sobre las respuestas medidas, ya sea en ID o MF.

Teniendo en cuenta la R? (Tabla 5), durante la GD los factores considerados
como IF (X; y X,) tienen un bajo efecto en las respuestas medidas, con unos valores
de R? de 0.32, 0.14 y 0.10 para el all-trans-licopeno, los isémeros cis y el porcentaje de
isomerizacion respectivamente. Sin embargo, los IF de la ID (X1, X5, Xa, Xg, Xg Y X10)
explicaron la variacion del 60% de all-trans-licopeno, del 65% de cis-licopeno y del
62% del porcentaje de isomerizacion. Para el contenido de licopeno en la MF, los
valores de R? fueron 0.44, 0.37 y 0.51 para el all-trans-licopeno, cis-licopeno y para el
porcentaje de isomerizacion. Estos datos mostraron que los factores que afectan a la
disponibilidad de licopeno durante la digestion in vitro estan relacionados con la

digestion intestinal, tal y como se ha descrito en los estudios in vivo.

De este estudio se concluye que muchos de los factores relacionados con la
digestion intestinal afectan a la disponibilidad in vitro del licopeno, incluyendo los
principales factores que han sido descritos en condiciones fisioldgicas. EI modelo in
vitro podria ser usado como método para estimar la accesibilidad y la disponibilidad
del licopeno para ser absorbido, teniendo en consideracion las reacciones de
isomerizacién, aunque las condiciones deben ser estandarizadas para obtener
resultados comparables entre diferentes estudios. Este estudio representa un primer
paso para optimizar este método in vitro a fin de estandarizar este procedimiento de

analisis.
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Tabla 32. Efectos de los distintos factores sobre el licopeno (mg/Kg) extraido y determinado tras
la digestion gastrica (GD), digestion intestinal (ID) y en la fraccién micelarizada (MF), en términos
de all-trans-licopeno (E), cis-licopeno (Z) y porcentaje de isomerizacién (%). Un factor fue
considerado como Factor de Influencia (IF) cuando p<0.200.

Respuestas

Factores GD ID MF

E Z % E VA % E Z %
X1 -1.71 -1.74 0.39 4.04
X5 1.03 1.18 0.28 -0.41 -0.05
X3
Xa -1.04 1.47 4.10
Xs 0.46
X
X7
Xs -0.17 -3.87
Xg -0.99
X10 0.91 3.13
X11
R? 032 014 0.10 0.60 0.65  0.62 0.44 037 051
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Conclusiones

EXPERIENCIA N°1

El tratamiento con radiacion UV-C tiene un efecto beneficioso sobre el contenido
de licopeno, los compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante del
tomate, tanto en frutos inmaduros como maduros. Sin embargo, no se puede
describir un efecto claro del tratamiento UV-C sobre los compuestos fenélicos

individuales mayoritarios del tomate.

Los resultados indican que existe un efecto potenciador de la luz UV-C en la
reaccién de isomerizacion del licopeno, por lo que puede considerarse como un
tratamiento post-cosecha para incrementar el valor nutricional del tomate y sus
productos derivados, al incrementar los isémeros del licopeno con mayor

biodisponibilidad.

EXPERIENCIA N°2.

La temperatura de almacenamiento no afectan de forma relevante a la
estabilidad del licopeno, sus isbmeros all-trans y cis, compuestos fendlicos
totales y flavonoides en el zumo de tomate, ya que la concentracion se mantiene
MAas 0 menos constante tras el almacenamiento de vida comercial (12 meses).
Desde el punto de vista de calidad que permita garantizar la cantidad de
compuestos bioactivos del zumo de tomate, no hay ninguna ventaja en utilizar el
almacenamiento en refrigeracion durante la vida comercial, considerando el

almacenamiento a temperatura ambiente adecuado.

Al contrario de los otros compuestos antioxidantes, la vitamina C afiadida en el
zumo de tomate envasado en tetrabrik se degrada de forma proporcional al
tiempo y temperatura de almacenamiento, siendo mayor la reduccién en las

muestras de zumo de tomate almacenadas a 37°C.
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Conclusiones

La actividad antioxidante hidrofilica en los zumos enriquecidos con vitamina C
disminuye de forma proporcional a la pérdida de este antioxidante. Sin embargo
en las muestras de zumo de tomate sin vitamina C afadida, la actividad
antioxidante hidrofilica esta determinada por el contenido de compuestos
fendlicos totales, manteniendo unos valores constantes durante el
almacenamiento. La actividad antioxidante lipofilica se mantiene constante a lo
largo de la vida comercial, con una pequefia contribucion a la actividad

antioxidante total.

EXPERIENCIA N°3

Las enzimas LOX y HPL son enzimas termolabiles y disminuyen su actividad
enzimatica tras el procesado térmico del tomate a 96°C durante 30s para
elaborar zumo de tomate refrigerado. Sin embargo, queda una reducida
actividad residual tras el tratamiento que puede afectar a la calidad organoléptica

del zumo de tomate durante su almacenamiento.

Los cambios observados en los compuestos volatiles estan correlacionados con
la actividad residual de las enzimas LOX y HLP y con la degradacion del
licopeno durante el almacenamiento, originando el incremento de la 6-metil-5-

hepten-2-ona.

Los cambios en los compuestos volatiles, principalmente del hexanal y (Z2)-3-
hexenal, determinan la pérdida en la calidad organoléptica de zumo refrigerado

de tomate, al disminuir las notas de aroma a tomate fresco, dulce y afrutado.

EXPERIENCIA N°4

Las condiciones de pH de la digestioén gastrica in vitro favorece la formacion de
isébmeros cis del licopeno, aunque es un proceso reversible ya que vuelve a
aumentar el isémero trans cuando se incrementa el pH en la fase de digestion
intestinal. Estos resultados hacen pensar que parte de la isomerizacién in vivo

puede tener lugar durante la fase de digestion gastrica en el estbmago
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Conclusiones

La disponibilidad in vitro del licopeno evaluada en funcion del porcentaje de
isdbmeros cis esta determinada por la presencia de aceite en la dieta y por
factores relacionados con la digestion intestinal que afectan a la incorporacion
de licopeno en la micela, tal y como se ha descrito en estudios in vivo.

Dado que en la bibliografia cientifica se utilizan diferentes métodos, las
condiciones de digestion in vitro deberian de ser estandarizadas buscando
condiciones fisioldgicas con el objetivo de poder comparar los resultados

obtenidos en los diferentes estudios.
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Resumen

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los vegetales mas consumidos
en el mundo y por lo tanto contribuye a la ingesta de compuestos bioactivos
especificos que son importantes para la salud humana. Con independencia de su
contenido en potasio 0 en vitaminas antioxidantes como las vitaminas C o E, el tomate
destaca por su contenido en carotenoides, como el licopeno o [B-caroteno, y una
amplia variedad de compuestos fendlicos, que por su marcado caracter antioxidante
hacen de este fruto y de sus productos derivados un alimento importante dentro de la

saludable dieta mediterranea.

El objetivo de la presente Tesis Doctoral ha sido el estudio de la optimizacion
del contenido en licopeno y otros compuestos bioactivos en zumo de tomate mediante
tratamientos y procedimientos post-cosecha de producto fresco (conservacion y
radiacién ultravioleta), control del almacenamiento de distintos tipos de zumo y la

posterior evaluacion de los principales factores que afectan a la disponibilidad in vitro.

En la primera experiencia se ha estudiado el efecto de la aplicacién del
tratamiento post-cosecha con radiacibn UV-C en el contenido de compuestos
bioactivos y especialmente en el licopeno, sus isémeros y los compuestos fendlicos
individuales, de los tomates verdes maduros y los tomates rojos. La exposicion de los
tomates a diferentes dosis de radiacién UV-C (1, 3 y 12 kJ/m?) tiene un efecto positivo
en la formacion de licopeno total, en sus isémeros cis y en el contenido total de
compuestos fendlicos por los que puede considerarse como un tratamiento para

incrementar las propiedades funcionales del tomate antes de su procesado.

En la experiencia del almacenamiento se ha evaluado la evolucién del licopeno,
compuestos fendlicos totales, flavonoides y vitamina C en el zumo de tomate
envasado en botella de cristal y tetrabrik, a lo largo de los 12 meses de vida comercial
y almacenado a diferentes temperaturas (8, 22 y 37°C). En general, todos los
compuestos bioactivos antioxidantes se mantienen relativamente constantes durante
el periodo de almacenamiento a excepcion de la vitamina C que disminuye en los
zumos en tetrabrik (con vitamina C afadida) de forma proporcional al tiempo y

temperatura de almacenamiento. Igualmente, se observa una correlacion entre la
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actividad antioxidante y la presencia de compuestos bioactivos hidrofilicos. Ademas,
en zumo de tomate refrigerado hemos estudiado la degradacién de licopeno durante la
vida comercial (45 dias) y su relacion con el perfil de compuestos volétiles y las
pérdidas de hexanal y el (Z)-3-hexenal que proporcionan las caracteristicas de
producto fresco.

En la ultima experiencia se han identificado los factores determinantes en la
disponibilidad in vitro del licopeno y su relacion con el grado de isomerizacion. Los
principales factores que afectan a la isomerizacion del licopeno, hecho que facilita su
absorcion, estan relacionados con la presencia de aceite, el pH géstrico y el proceso
de digestion intestinal facilitando asi los efectos beneficiosos que tiene el licopeno para

la salud.
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Summary

The tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most consumed vegetables
in the world and therefore contributes to intake of specific bioactive compounds that are
important to human health. Regardless of its potassium content or antioxidant vitamins
such as vitamins C and E, tomato is known for its content of carotenoids, such as
lycopene or B-carotene, and a wide variety of phenolic compounds. The antioxidant
activity of these compounds provokes tomato and tomato products are considered as

an important food in the healthy Mediterranean diet.

The aim of this PhD thesis has been the study of the optimization of lycopene
content and other bioactive compounds in tomato juice by postharvest treatments of
fresh tomato (conservation and ultraviolet radiation), controlled storage of different
types of juice and the subsequent evaluation of the main factors affecting the in vitro

availability.

In the first experiment we studied the effect of the application of post-harvest
treatment with UV-C radiation on the content of bioactive compounds and especially
lycopene isomers and individual phenolic compounds, using mature green and red
tomatoes. Tomatoes exposed to different doses of UV-C radiation (1, 3 and 12 kJ/m?)
has a positive effect on the overall formation of lycopene in their cis isomers and the
total content of phenolic compounds which can by considered as a treatment to

increase the functional properties of tomato before processing.

In the experience of storage was evaluated the evolution of lycopene, total
phenolic compounds, flavonoids and vitamin C in the packaged tomato juice, using
tetrabrik and glass bottle, over the commercial life of 12 months and stored at different
temperatures (8, 22 and 37°C). In general, all antioxidants bioactive compounds
remain relatively constant during the period of storage with the exception of vitamin C,
which decreases in fruit juices storaged in tetrabrik (with vitamin C added) according to
the storage time and temperature. Likewise, there is a correlation between antioxidant
activity and the presence of hydrophilic bioactive compounds. Furthermore, we have

studied lycopene degradation during the shelf life (45 days) in refrigerated tomato juice
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and its relation with the volatile compounds losses, mainly those that confer fresh

characteristics, such a hexanal and the (Z)-3-hexenal.

In the last experience we have identified the factors affecting the in vitro
availability of lycopene and its relationship with the degree of isomerization. The main
factors affecting the isomerization of lycopene, which facilitates their absorption, is
related to the presence of oil, the pH of gastric and intestinal digestion process, thereby

facilitating the beneficial effects of lycopene for health.
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Anexo

Los resultados de la tesis se han divulgado en 2 articulos cientificos, ademas

de haber sido presentados en ponencias y eventos nacionales e internacionales. En la

actualidad, estan en revision otros dos articulos y un quinto que se encuentra en

proceso de elaboracién. A continuacibn se muestran un resumen de los articulos

derivados de la presente tesis:

e Articulos publicados

@)

Francisco J. Garcia-Alonso, Sergio Bravo, Javier Casas, Dario Pérez-
Conesa, Karin Jacob, Maria J. Periago (2009). Changes in Antioxidant
Compounds during the Shelf Life of Commercial Tomato Juices in
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Changes in Antioxidant Compounds during the Shelf Life of
Commercial Tomato Juices in Different Packaging Materials
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Tomatoes provide an optimal mix of dietary antioxidants that may be responsible for the reported
health benefits of tomato consumption. However, technological processing, packaging materials,
and storage conditions have an impact on the nutritional quality of tomato products by affecting the
stability of antioxidant nutrients to different extents. In this study, we evaluated the stability of the
antioxidant compounds (lycopene, ascorbic acid, total phenols, and total flavonoids) present in
commercially available tomato juices during storage extended for 12 months at three different
temperatures (8, 22, and 37 °C). To further characterize the impact of storage conditions, two
commonly used packaging materials (Tetra pack and glass bottles) were used to determine whether
packaging materials affect antioxidant stability. Overall, the total lycopene, total phenolic com-
pounds, and total flavonoids remained almost stable during storage for 12 months, regardless of the
packaging material used, indicating that tomato juices maintain their nutritional value in terms of
antioxidant composition during their shelf life. However, ascorbic acid was the most labile
antioxidant and was markedly affected by storage conditions. The hydrophilic total antioxidant
activity (TAA) paralleled the losses in ascorbic acid content, whereas the lipophilic TAA remained
substantially stable throughout the storage trial.

KEYWORDS: Tomato juice; lycopene; antioxidant activity; ascorbic acid; total phenolic compounds;

total flavonoids; packaging; shelf life

INTRODUCTION

It has been postulated that many chronic diseases such as
cardiovascular diseases, cancer, inflammatory diseases, diabetes,
eye diseases, and aging are a result of long-term oxidative stress
(1,2). Due to tomatoes’ antioxidant content, the consumption of
tomatoes and tomato products has been suggested to reduce the
risk of such chronic diseases (3—7).

Tomatoes provide an optimal mix of dietary antioxidants such
as phenolic compounds, ascorbic acid, vitamin E, and carote-
noids, mainly lycopene, whose individual, additive, or synergistic
actions may be responsible for the reported health benefits of
consumption (6—8). Therefore, the assessment of the total anti-
oxidant activity (TAA) provides useful information about the
joint action of dietary antioxidants and may help to elucidate the
potential protective effects of antioxidant-rich foods (9). The total
hydrophilic antioxidant activity of the tomato mainly relies on the
antioxidant capacity of ascorbic acid and hydrophilic phenolic
compounds (e.g., chlorogenic acid), while the lipophilic activity
can be explained by the combined action of tocopherols, carote-
noids, and lipophilic phenolics (e.g., quercetin) (9—12).
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miento de Nutricion y Bromatologia, Departamento de Tecnologia de
los Alimentos, Nutricion y Bromatologia, Facultad de Veterinaria,
Campus Universitario de Espinardo, 30071 Murcia, Spain. Tele-
phone: 34 968 364798. Fax: 34 968 364147. E-mail: mjperi@um.es.
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As reported in different studies, home cooking and industrial
tomato processing have an impact on antioxidant stability. For
instance, industrial and pilot-plant scale processing of tomatoes
into different products has been shown to cause lycopene,
ascorbic acid, and antioxidant activity losses, while phenolic
compounds were shown to be more stable (/3—15). In addition,
commonly used cooking methods such as baking, frying, and
microwaving have been reported to have a negative impact on
lycopene stability, leading to 15—75% losses of lycopene, pri-
marily due to oxidation reactions (/6).

The nutritional quality of tomato products is affected by
storage conditions in addition to thermal treatment during
processing. Studies investigating the impact of storage conditions
on the stability of tomato antioxidants have shown marked
lycopene and ascorbic acid losses during the first months of
storage (17—20). However, storage trials lasting longer than 6
months are scarce. As tomato juice typically has a commercial
shelf life of 12 months, further studies are necessary to gather
pertinent scientific information about the nutritional quality of
tomato juice during storage.

It is also known that the packaging material influences the
quality of liquid foods during storage. Traditional methods for
Juice packaging aim to reduce the exposure of the juice to oxygen
through the use of high-barrier materials such as glass or foil
laminates in brick packs (27). For instance, Tetra pack material
has specially designed multilayered oxygen and light barriers to

Published on Web 07/08/2009 pubs.acs.org/JAFC
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protect ascorbic acid and flavor losses and to enhance shelf life.
Packaging material has also been reported to have an impact on
lycopene stability in tomato products (22).

The aim of this study was to evaluate the stability of antiox-
idant compounds present in commercially available tomato juices
during extended storage for 12 months at three different tem-
peratures (8, 22, and 37 °C). To further characterize the impact of
storage conditions, two commonly used packaging materials
(Tetra pack and glass bottles) were used to determine whether
the packaging material affects antioxidant stability.

MATERIALS AND METHODS

Reagents and Chemicals. Gallic acid, (+)-catechin, butylated hydro-
xytoluene, Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, 2,2'-azinobis(3-ethylben-
zothiazoline 6-sulfonate), and 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-
2-carboxylic acid (Trolox) were purchased from Sigma (St. Louis,
MO). Methanol, tetrahydrofuran, methyl zert-butyl ether, and r-(+)-
ascorbic acid were purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
trans-f3-Apo-8'-carotenal was purchased from Fluka (Buchs, Switzerland),
and all-E-lycopene was purchased from CaroteNature (Lupsingen,
Switzerland).

Study Design and Samples. A 1 year storage trial was designed
involving the use of three different temperatures (8, 22, and 37 °C) to
investigate the stability of the main bioactive antioxidant compounds of
two commercially available tomato juices. The tomato juices were
manufactured by Juver Alimentacion SLU (Cabezo de Torres, Murcia,
Spain). The tomato juice was prepared from hot-break tomato puree,
which was subjected to a thermal treatment of 96 °C for 30 s and packaged
in coated paperboard cartons (Tetra pack containers) or in glass bottles. It
should be noted that the juices packaged in Tetra pack containers are
commercialized in the format of vitamin C-enriched juices, a fact that is
indicated on the label. In contrast, no vitamin C is added to the juices
commercialized in glass bottles. Samples were taken immediately after
manufacturing and every 2 months to analyze the physicochemical
parameters, bioactive antioxidant compounds, and hydrophilic and lipo-
philic antioxidant activity.

Physicochemical Determinations. The pH was measured using a
pH-meter, a Crison Micro pH 2000 (Crison, Barcelona, Spain), and total
titratable acidity (expressed as a percentage of citric acid) was analyzed by
titrating the product with 0.1 N NaOH to pH 8.2. A Leica Abbe Mark I1
refractometer (Leica, Buffalo, NY) was used to quantify soluble solids.

Analysis of Lycopene and Its Isomers. Lycopene was analyzed using
high-performance liquid chromatography (HPLC) with diode array
detection according to Bohm (23) after three extractions with a metha-
nol/tetrahydrofuran mixture (1:1, v/v) containing 0.1% butylated hydro-
xytoluene. Briefly, 400 mg of MgO, 200 uL of trans-B-apo-8'-carotenal
(internal standard solution), and 35 mL of a methanol/tetrahydrofuran
mixture were added to 0.6 g of the sample and homogenized for 5 min
using a blender. The resulting solution was vacuum filtered through
Whatman grade No. 5 filter paper. The extraction was repeated twice
(until the residue was colorless), and the combined extracts were dried
under vacuum at 30 °C in a rotary evaporator. The residue was redissolved
in a methanol/methyl tert-butyl ether mixture (1:1, v/v) until the solution
reached the defined volume of 10 mL. The solution was centrifuged at
11000 rpm for 10 min and then analyzed. The HPLC analysis was
performed with methanol (solvent A) and methyl zert-butyl ether (solvent
B) by using a gradient procedure on a Czy column (250 mm x 4.6 mm,
5 um, Trentec, Gerlingen, Germany) at 17 °C and a rate of 1.3 mL/min.
The injection volume was 90 uL, and the gradient elution started with 90% A
and 10% B, reached 55% A at 35 min and 40% A at 40 min, was then
isocratic for 10 min, and, finally, reached 90% A at 60 min. Lycopene and
its Z isomers were quantified at 472 nm, and all-E-lycopene was identified
by chromatographic comparison with the pure all-E-lycopene standard.
However, since standards for lycopene Z isomers were not commercially
available, these Z isomers were tentatively identified on the basis of the
retention times and absorption spectrum characteristics described in the
literature (24). Results are expressed as milligrams per kilogram of tomato
juice, and lycopene Z isomers were quantified on the basis of the peak area
of the all-E-lycopene standard. The percentages of Z isomerization were
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calculated as follows:
Z isomerization (%) = [total Z isomers/total (Z+E) lycopene] x 100

All extractions were conducted under subdued light and were performed in
triplicate for each sample. The analytical method was validated for total
lycopene using certified reference material BCR-485 (mixed vegetables).
The indicative value for all-E-lycopene in the reference material is 14.2 mg/kg,
and this study obtained a mean value of 15.0 + 0.6 mg/kg after analysis of
five samples.

Total Phenolic Content. Total phenolics in the juice were analyzed by
a colorimetric assay using Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, as described
by Singleton and Rossi (25). Before the colorimetric assay, the samples
were subjected to a procedure of extraction and hydrolysis, as described by
Gahleretal. (/4). To hydrolyze the conjugated forms of polyphenols, | mL
of 1 M HCl was added to 2 g of sample and the mixture was vortexed for
1 min and incubated at 37 °C for 30 min while being shaken constantly.
Later, 1 mL of 2 M NaOH in 75% methanol was added, and the resulting
mixture was vortexed for 1 min and incubated at 37 °C for 30 min while
being shaken constantly. Then, 1 mL of 0.75 M metaphosphoric acid
was added, and the resulting mixture was vortexed for 1 min and later
centrifuged at 5000 rpm for 10 min. The supernatant was transferred into a
10 mL volumetric flask, and 1 mL of an acetone/water mixture (1:1, v/v)
was added to the pellet; the mixture was vortexed for 1 min and centrifuged
at 5000 rpm for 5 min. The two supernatants were combined, and the
flask was filled to 10 mL with the acetone/water mixture. Finally, a 1 mL
aliquot was taken, centrifuged at 11000 rpm for 10 min, and assayed for
total phenolics. For the colorimetric assay, 500 uL of 0.2 N Folin-
Ciocalteu’s phenol reagent and 400 uL of a 2 M Na,CO; solution
were added to 100 uL of hydrolysate. After incubation 2 h in darkness
atroom temperature, absorbance at 750 nm was measured. Gallic acid was
used as the standard, and the total phenolic content in the samples was
expressed as milligrams of gallic acid equivalents (GAE) per kilogram of
tomato juice.

Total Flavonoid Content. For total flavonoids, 200 L of tomato
extract was mixed with 1.25 mL of distilled water and then 75 uL of 5%
NaNO, was added. After 6 min, 150 uL of a 10% AICl;-6H,0 solution
was added and allowed to stand for an additional 5 min before 500 uL of
1 M NaOH was added. The mixture was brought to 2.5 mL with distilled
water and mixed well. The absorbance was measured immediately against
the blank at 510 nm using a Hitachi U-2000 spectrophotometer. (+)-
Catechin was used as the standard using the following calibration
solutions: 4, 8, 12, 16, and 20 ug/mL. The total flavonoid content was
expressed as milligrams of catechin equivalents (CE) per kilogram of
tomato juice (26).

Analysis of Ascorbic Acid. The ascorbic acid content was measured
by reversed phase HPLC, as described by Esteve et al. (27). Ten grams of
the sample was diluted to 100 mL with a 1% (w/v) meta-phosphoric acid
solution and shaken for 10 min. The extracts were filtered first through
Whatman No. 1 paper and then through a 0.45 um Millipore filter before
being analyzed via HPLC. The system conditions were an injection volume
of 20 uL, a diode array detector wavelength set at 245 nm, isocratic elution
at a flow rate of 1 mL/min, a Lichospher 100 RP-18 column (12.5 cm x
0.4 cm), and a 5 um particle size (Merck, Darmstadt, Germany). The
mobile phase was 0.1 M phosphate buffer (pH 3.5), and L-(+)-ascorbic
acid was used as the standard. Results were expressed as milligrams of
ascorbic acid per kilogram of tomato juice.

Total Antioxidant Activity (TAA). The TAA of the hydrophilic and
lipophilic extracts was measured by using the Trolox equivalent antiox-
idant capacity (TEAC) test described by Miller et al. (28). The assay is
based on the reduction of the radical cation of 2,2"-azinobis(3-ethylben-
zothiazoline 6-sulfonate) (ABTS), which is generated by filtering an ABTS
solution through manganese dioxide powder. The antioxidant activity of
the samples is calculated by determining the decrease in absorbance at
734 nm. Trolox was used as the standard, and results are expressed as
millimoles of Trolox equivalents per kilogram of tomato juice. To obtain
the hydrophilic extracts, 2 g of the sample was diluted in 10 mL of water,
vortexed for 1 min, and centrifuged at 11000 rpm for 10 min. The
supernatant was assayed for TAA. The lipophilic extracts were obtained
by homogenizing 1 g of the sample in 20 mL of a hexane/acetone/methanol
mixture (2:1:1, v/v/v) for 30 min protected from light. Then, 15 mL of
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water was added, and the mixture was centrifuged at 5000 rpm for
5 min (/7). The upper layer containing the lipophilic fraction was
transferred into a 10 mL volumetric flask and filled to 10 mL with hexane.
Finally, a I mL aliquot of the lipophilic fraction was dried under a nitrogen
stream and then reconstituted into 0.5 mL of 2-propanol before being
analyzed for TAA.

Statistical Analysis. Data were analyzed with Statistical Package
SPSS version 15.0 for Windows. To study the variation in the analyzed
compounds as a function of the time and temperature of storage, a two-
factor analysis of variance (ANOVA) was performed using the general
linear model (GLM). Tukey’s test for pairwise comparison was used to
determine significant differences in the different compounds analyzed for
each juice. Relationships between variables were examined using Pearson
correlation coefficients. P values of <0.05 were considered statistically
significant.

RESULTS

Table 1 shows the changes in pH, titratable acidity, and total
soluble solids during the storage of tomato juices packaged in
Tetra pack and glass containers. For both the Tetra pack- and
glass-packaged samples, the evaluated parameters showed stabi-
lity throughout the storage trial. For this reason, only data for the
initial, 6 month, and 12 month samples are given.

Tables 2 and 3 show the evolution of the total lycopene content
and the levels of Z isomerization in tomato juices packaged in
Tetra pack and glass bottles at the three temperatures tested. As
shown in Table 2, the total lycopene content remained substan-
tially stable throughout the storage trial and varied from 99 to 120
mg/kg in tomato juice packaged in Tetra pack and from 96 to 115
mg/kg in samples stored in glass bottles. For both types of
samples, no clear temperature dependency was revealed in
the statistical analysis regarding the rate of total lycopene loss
[p > 0.05 (Table 4)], which was affected by only storage time
[» < 0.05(Table 4)]. At the end of the storage trial, the final losses
in the total lycopene content varied from 11 to 17% and from 7 to
15% in the samples stored in Tetra pack and glass containers,
respectively.

Figure 1 shows the variations in the content of all-E-lycopene
and total Z-lycopene isomers in the samples stored at 8, 22, and
37 °C. As can be seen, the all-E-lycopene content slightly
decreased toward the end of the storage trial as a function of
storage time [p < 0.05 (Table 4)]. The all-E-lycopene content
varied from 88 to 115 mg/kg in the samples stored in Tetra pack
and from 90 to 110 mg/kg in the samples stored in glass bottles,
throughout the storage trial. The total Z-lycopene isomer content
slightly increased in a time-dependent manner [p < 0.05 (Table 4)]
in both the Tetra pack-packaged (5—11 mg/kg) and glass-pack-
aged samples (4—7 mg/kg). As shown in Table 3, the percentage of
Z isomerization slightly increased with storage time [p < 0.05
(Table 4)] in both types of samples, but the values always
remained below 12%.

Figure 2 shows the changes in the total phenolic and total
flavonoid contents at different temperatures in the tomato juices
tested. For both juices, the total phenolic and total flavonoid
content remained virtually constant, although the statistical
analysis indicates that the total phenolics were affected by
both time and temperature [p < 0.05 (Table 4)], while the total
flavonoids were affected by only storage time[p < 0.05 (Table 4)].
With regard to the juice packaged in Tetra pack, the total
phenolic content varied from 260 to 300 mg of GAE kg, whereas
the total flavonoid content varied from 98 to 108 mg of CE/kg.
Similar levels were observed in the tomato juices packaged in glass
bottles, with the total phenolic content ranging from 240 to 285
mg of GAE/kg and the total flavonoid content ranging from 100
to 107 mg of CE/kg.
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Table 1. Changes in the pH, Titratable Acidity (% of citric acid), and Soluble
Solids (°Brix) of Juices during Storage at Three Different Temperatures

Tetra pack glass bottle
time 8°C 22°C 37°C 8°C 22°C 37°C
pH
0 months 3.93 3.93
6 months 4.01 4.01 3.99 4.01 4.01 3.97
12 months 4.00 4.00 3.97 3.99 3.99 3.94
Titratable Acidity
0 months 0.406 0.452

6 months 0.407 0.417 0.421 0.443 0.442 0.439
12 months 0.427 0.423 0.418 0.418 0.454 0.425

Soluble Solids

0 months 5.37 5.76
6 months 5.40 5.39 5.36 5.4 5.69 5.86
12 months 5.27 5.28 5.26 5.27 5.80 5.73

Figure 3 shows the changes in the ascorbic acid content in
tomato juice packaged in Tetra pack during storage at the
different temperatures used in this study. The initial ascorbic
acid concentration in the juice packaged in Tetra pack was 680
mg/kg, but no ascorbic acid was detected in the juices packaged in
glass bottles (data not shown). It should be noted that in the case
of the juices packaged in Tetra pack containers, ascorbic acid was
added as an ingredient, a fact that is printed on the product label.
As can be seen from the graph, the ascorbic acid content of the
juice decreased in a time- and temperature-dependent manner
[p < 0.05 (Table 4)], so the greatest losses of ascorbic acid were
observed in the samples stored at 37 °C; their ascorbic acid
content decreased by approximately 50% after storage for
2 months. However, at 22 and 8 °C, losses of approximately
50% of the initial content were observed after only 8 and 12
months, respectively.

Figure 4illustrates the pattern of changes in the hydrophilic and
lipophilic antioxidant activity of the juices tested. With regard tog
the samples packaged in Tetra pack, the hydrophilic TAA
dropped in a clear time- and temperature-dependent fashion
[p < 0.05 (Table 4)], and approximately 30, 50, and 70% final
losses occurred in the samples stored at 8, 22, and 37 °C, respec-
tively. The lipophilic TAA, however, slightly decreased in the first
2 months from 0.4 to 0.2 mmol of Trolox/kg and then remained
essentially unchanged for the duration of the study, regardless
of the storage time or temperature [p > 0.05 (Table 4)]. In the
samples stored in glass bottles, the hydrophilic TAA was affected
by both time and temperature [p < 0.05 (Table 4)]. As can be seen,
the hydrophilic TAA slightly decreased from 0.77 to 0.5 mmol of
Trolox/kg in the first 2 months but then remained essentially
constant until the end of the storage trial. In terms of the lipophilic
TAA of the juices stored in glass bottles, the statistical analysis
revealed that the lipophilic TAA was slightly affected by storage
time [p < 0.05 (Table 4)], although the lipophilic TAA also
remained virtually stable throughout the storage trial.

DISCUSSION

The lycopene content observed in the samples was similar to
the values reported for tomato and tomato juices by other
researchers (19, 20, 22, 29, 30). It should be noted that the slight
differences observed in the lycopene content between juices at the
beginning of the study are due to the variability of the hot-break
tomato puree used as raw material for the elaboration of each
type of juice. In the samples, all- E-lycopene was the major isomer
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Table 2. Changes in the Total Lycopene Content (milligrams per kilogram)? of Juices Packaged in Tetra Pack Containers or Glass Bottles during Storage at Three

Different Temperatures over 12 Months®

Tetra pack glass bottle
time 8°C 22°C 37°C 8°C 22 °C 37°C

0 months 118.97+1.68a 113.71 +2.53a

2 months 120.794+2.20a 116.22+1.17a 111.65+8.31a 113.37 - 9.58a 107.16 +-3.82a 113.98+0.75a
4 months 114.48+3.36a 112.7+6.07a 112.00+4.61a 114.76 - 6.59a 111.81+5.81a 11454 +3.80a
6 months 114.55+6.38a 114.02+6.282a 112.36 =10.27a 1156.32+5.13a 114,57 +0.88a 110.20+4.64a
8 months 115.45+6.20a 111.56 +4.38a 111.90 +£5.37a 104.70 +4.96a 108.85+4.09a 11154 +1.67a
10 months 117.91+2.09a 111.36 +3.52a 105.83+7.32a 101.00+4.27a 109.14+3.16a 112.85+1.07a
12 months 100.82+0.55a 105.68 +5.01a 99.10 +4.53b 103.82+3.34a 10549+1.79a 96.04 +7.12b

@Mean = standard deviation. ° Different letters within the same column mean statistical significance (p < 0.05).

Table 3. Changes in the Percentages® of Z Isomerization in Tomato Juice Packaged in Tetra Pack Containers or in Glass Bottles during Storage over 12 Months®

Tetra pack glass bottle
time 8°C 22 °C 37°C 8°C 22°C 37°C
0 months 4.69+0.07b 3.80+0.25b
2 months 5.03+0.92b 422+0.37b 5.57+0.13b 5.10+0.66b 4.09+0.12b 4.09+0.12b
4 months 6.30+0.16b 6.64+0.94b 6.36 +1.55b 5.09+0.88ab 473+1.21b 4.52 +0.66ab
6 months 6.25+0.47b 6.49+0.24b 6.354+0.03b 484+0.34ab 4.83+0.57b 4.03+£0.57b
8 months 6.31+0.42b 6.10+0.70b 6.31+0.32b 517+ 1.25ab 449+0.70b 446+£0.94b
10 months 5.76+0.73b 6.27 +0.65b 6.83+0.49b 7.58+0.72ab 417+0.36b 5.394+0.32b
12 months 10.06£1.28a 11.98+£234a 11.93+0.92a 6.23+£064a 6.04-£1.36b 6.70£2.16b
@Mean = standard deviation. © Different letters within the same column mean statistical significance (p < 0.05).
Table 4. Significance Values for Each Factor Obtained in the Two-Factor LYCOPENE ISOMERS (Tetrapack)
ANOVA by Using the General Linear Model
: - 140 -
time temperature  time x temperature 120, A ELycosens 56
variable Tetra pack glass Tetra pack glass Tetra pack glass o, 1007 : . § kl —=— Al-ELycopene (22°C)
Ig 80 —&— Al-E-Lycopene (37°C)
total lycopene 0.000 0.009 0094 0912 0782  0.400 E 60 T ::::: ;:tyzz"e:: g:jc
E-lycopene 0000 0001 0094 0723 0782 0252 407 o i arol
Zlycopene 0000 0022 0814 0135 0730  0.642 22 BB me B
percent of Zisomerization 0.000 0.001 0.235 0.078 0.630 0.251 0 5 4 6 8 10 12
total phenolics 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 _
total flavonoids 0.000 0008 0329 0260 0398  0.131 Storage time (months)
hydrophilic TAA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
lipophilic TAA 0570 0.024 0.495 0.469 1.000 0.850
ascorbic acid® 0.000 - 0.000 — 0000 — LYCOPENE ISOMERS (Glass)
@ Ascorbic acid was not detected in glass-packaged samples. 140 -
120 £
detected, accounting for approximately 90% of the total lycopene 100 !w . :::EKEZ::Z EZ:)C)
content. With regard to Z-lycopene isomers, we detected E gg )l —a— Al-ELycopens (37:C)
and tentatively identified three isomers in the samples: 13-Z- 40 1 L e e :Z::;
lycopene, 15-Z-lycopene, and 9-Z-lycopene. This lycopene 20 - . _TZ; Z,JEZ:": |
isomer profile is consistent with that reported by other authors e
in different tomato products, in which all-E-lycopene generally 62 4 6 &8 10 12
accounts for more than 80% of the total lycopene content, —Storadefime (manths)

with 13-, 15-, and 9-Z-lycopene being the main Z isomers
detected (19, 24, 31).

In this storage trial, the stability of lycopene was higher than
that previously reported, as the observed final losses were always
<20% in the total lycopene content. For example, Odriozola-
Serrano et al. (20) reported final losses of approximately 70% in
tomato juice stored at 4 °C for 3 months in polypropylene bottles.
Similarly, in tomato juices either thermally stabilized or processed
by pulsed electric fields, Min et al. (/8) reported 60—65% losses in
lycopene content after storage for 3.7 months at 4 °C in
polypropylene containers. In addition, Lin and Chen (/9) re-
ported lycopene losses of approximately 65% in canned tomato
juice stored at 4, 25, and 37 °C for 3 months, and losses of
approximately 75% when the juices were stored in glass contain-
ers (regardless of exposure to light). Moreover, similar lycopene

Figure 1. Changes in all-E-lycopene and total Z-lycopene isomer contents
during storage of tomato juice over 12 months in Tetra pack containers or
glass bottles.

degradation patterns (35—75%) have been reported during the
storage of tomato paste (/7). In contrast, in line with our data,
Ordofiez-Santos et al. (29) reported lycopene stability in tomato
pulp stored at 20 °C, but their storage trial lasted only 3 months so
does not allow a proper comparison of results. The highest
stability of lycopene observed in our study may have been aided
by the presence and stability of other antioxidants such as
polyphenolic substances and/or by the thermal inactivation of
oxidizing enzymes during tomato processing, as has been sug-
gested by other researchers (13, 22, 29).
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Figure 2. Changes in total phenolics and flavonoids during storage of tomato juice over 12 months in Tetra pack containers or glass bottles.
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In the study presented here, we paid special attention to the
isomerization of lycopene because human studies point to the
putative nutritional benefits of consuming tomato products with
an increased percentage of Z-lycopene isomers, as they seem to be
better absorbed in the intestine (32—34). Additionally, these
Z-isomers have been previously shown to have higher TAA than
all-E-lycopene (35). In our study, a slight increase in Z-lycopene
isomer content, which was accompanied by a slight decrease in
all-E-lycopene content, was observed at the end of the storage
trial. This agrees with data reported by Lin and Chen (/9), who
observed a favored formation of lycopene Z isomers, particularly
9-Z and 13-Z, during storage of tomato juice for 3 months.
Interestingly, the formation of these Z isomers was accompanied
by a decrease in the all-E-lycopene content. The explanation the
researchers gave for this phenomenon was that isomerization is
an important factor leading to lycopene loss during storage. This
is because all-E-lycopene can be converted to 13-Z-lycopene,
which later can undergo further isomerization to other Z isomers.
This could explain the changes observed in our study regarding
lycopene Z isomerization and all-E-lycopene losses at the end of
the storage trial. Nevertheless, Z isomerization is an extremely
complicated phenomenon and can vary depending on the storage
conditions (time and temperature), moisture, and acidity of the
product (19).

Although in our study storage conditions increased the degree
of lycopene isomerization, the percentage of Z isomers remained

below 12% for the duration of the study. This amount of
Z-lycopene isomers is within the range reported as being normal
for tomato and tomato products, generally 5—20% (19, 36, 37).
Hence, no additional nutritional advantages would be expected
upon consumption of the juices, as improved absorption in
human subjects has been reported after the intake of tomato
products containing more than 40% Z isomers (33, 38).

The total phenolic content observed in the samples is in the
range of those reported by other researchers in tomato and
tomato products (100—500 mg/kg) (10, 14, 20, 26, 30). Similarly,
the total flavonoid content in the samples is consistent with values
previously reported for tomatoes (2—200 mg/kg) (10,26). Overall,
the total phenolic and flavonoid content in the samples remained
essentially unchanged during storage, although a slight increase in
total phenol content was observed in the Tetra pack samples
stored at 37 °C after 8 months. Phenolic compounds have been
shown to be very stable during storage of tomato juice at 4 °C for
3 months (20) and storage of tomato pulp at 4 and 20 °C for 3—5
months (/7). In addition, Giovanelli and Paradiso (/7) observed
that total phenolic compound levels increased in tomato pulp
stored at 37 °C, and the researchers assumed that such an effect
was likely due to the formation of Maillard reaction products,
which are capable of reacting with Folin-Ciocalteu’s phenol
reagent. Hypothetical formation of these Maillard products via
nonenzymatic browning could have contributed to the slight
increase in total phenolic content observed in the samples of this
study stored at 37 °C. Nevertheless, the possibility of phenolics
being released from the juice matrix as a consequence of time and
storage temperature should not be ruled out as a contributor to
this slight increase. In addition to Maillard products, ascorbic
acid can also react with Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, giving
an overestimation of phenolic compound content. However,
previous analysis has demonstrated that natural ascorbic acid is
fully degraded during the hydrolysis of the tomato sample before
total phenolic determination (data not shown).

Ascorbic acid is a reactive compound, and it is particularly
vulnerable to processing and storage conditions. Although as-
corbic acid is a natural antioxidant found in tomatoes (10, 12), the
thermal processing during juice processing leads to total degrada-
tion, since no ascorbic acid was detected in the glass-bottled
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Figure 4. Changes in hydrophilic and lipophilic total antioxidant activity (TAA) during storage of tomato juice over 12 months in Tetra pack containers or glass

bottles.

juices. With regard to the samples stored in Tetra pack, which
were enriched with ascorbic acid, the data confirm the detrimental
effect of storage conditions on such a labile antioxidant. Similar
loss rates have been reported during storage of tomato juice at
4 °C for 70 days (I8) or 3 months (20), and in the case of tomato
pulp stored at 20 °C for 3 months (29). It has been suggested that
ascorbic acid and other antioxidants, such as phenolics, might aid
in preventing the degradative oxidation of lycopene during
storage (13, 22). However, on the basis of these results, it seems
that ascorbic acid plays a minor role in this preventive effect. This
is because lycopene stability was similar in the samples stored in
Tetra pack and those stored in glass bottles, irrespective of the
addition of ascorbic acid in the formulation of the juices. There-
fore, as the polyphenolic compounds (total phenols and flavo-
noids) remained essentially unchanged during storage, it is
reasonable to assume that these compounds play a key role in
preventing lycopene losses.

It is generally well accepted that ascorbic acid, together with
phenolics, is a major contributor to the hydrophilic TAA (9, 10,
12, 26), and a clear time and temperature dependency was
observed in the losses of hydrophilic TAA in juices packaged in
Tetra pack containers, which closely reflected the changes ob-
served in the ascorbic acid content. This is supported by the
significant positive correlation observed between the ascorbic
acid content and the hydrophilic TAA of the Tetra pack samples,
with correlation coefficients higher than 0.900 (p < 0.05). A
similar trend was observed by Odriozola-Serrano et al. (20)
during cold storage of tomato juice extended for 3 months; they
reported that the ascorbic acid losses were paralleled by the
decrease in hydrophilic TAA.

In the case of the samples stored in glass containers, the initial
hydrophilic TAA values were lower than those of the Tetra pack
samples, clearly demonstrating the contribution of ascorbic acid
to hydrophilic TAA, since the total phenolic content and total
flavonoid content in the Tetra pack- and glass-packaged juices
were very similar. Thus, it is also clear that, in glass-packaged
samples, hydrophilic TAA relied on the total phenolic and
flavonoid content, as changes in hydrophilic TAA during the
storage trial showed a trend similar to that of total phenolics and
flavonoids, with correlation coefficients of >0.600 (p < 0.05).

Unlike for hydrophilic TAA, relationships between the changes in
lycopene content and lipophilic TAA were not as clear as
expected, and no significant correlation was observed, although
these parameters were very stable during the storage trial. There-
fore, it is reasonable to assume that other antioxidants, most
likely lipophilic phenolic compounds, may have contributed to
maintaining the lipophilic TAA of the samples during storage.

Lipophilic compounds such as lycopene are responsible for
lipophilic antioxidant activity in tomatoes, but the contribution
of such compounds to TAA is considered to be small. In general,
hydrophilic antioxidant activity accounts for >90% of the TAA
of fruits and vegetables (39). In tomatoes, the hydrophilic fraction
displays greater antioxidant activity than the lipophilic fraction;
the difference depends on the analytical method used. For
example, hydrophilic activity accounted for ~92% of the TAA
determined by the oxygen radical absorbance capacity
(ORAC) (39) and TEAC assays (40), approximately 87% as
measured by the xanthine oxidase/xhantine system, and practi-
cally 100% when evaluated by the myeloperoxidase/NaCl/H,O,
system (41). Accordingly, we observed that the hydrophilic TAA
values were always higher than those of the lipophilic fractions,
with values accounting for 70—84% of the TAA in the samples
stored in glass and in Tetra pack, respectively. In this regard, Toor
and Savage (40) have suggested that the low antioxidant activity
in the lipophilic tomato extracts, as measured by the TEAC assay,
is probably due to the low levels of lipophilic phenolics.

As a final remark regarding the effect of packaging material,
we did not observe relevant differences in antioxidant stability
when using Tetra pack and glass. As shown for lycopene, total
phenols, and total flavonoids, the time trend of changes was
similar regardless of the packaging material used, and similar
behavior was also observed for lipophilic TAA.

In summary, the bioactive compounds lycopene and phenolic
compounds (total phenols and flavonoids) remained essentially
stable during storage for 12 months, indicating that tomato juices
maintain their nutritional value in terms of antioxidant composi-
tion during their shelf life. However, as expected, ascorbic acid
was shown to be a more labile antioxidant that is markedly
affected by storage conditions. Storage led to a slight increase in
the content of Z-lycopene isomers, but the levels achieved would
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not confer a nutritional advantage in terms of improving bioa-
vailability. No advantage is achieved by using Tetra pack or glass
in terms of improving antioxidant stability. Storage at room
temperature (22 °C) is appropriate for the maintenance of the
antioxidant compounds during shelf life, except for the ascorbic
acid content. This information is of interest for consumers and
nutritionists; they can expect a beneficial effect from the con-
sumption of tomato juice during the entire shelf life. It is also
useful for the industry, since room-temperature storage reduces
product distribution and storage costs.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to determine the levels of 3-carotene, lycopene and its isomers, and total
and individual phenolic compounds in tomatoes treated with different levels of UV-C radiation (UV-C
hormesis). Mature green tomatoes (breaker stage) were exposed to different doses of UV-C irradiation
(1.0, 3.0 and 12.2 kJ/m?). After UV treatment, tomatoes were stored at room temperature for 8 d, and then
analyzed for bioactive compounds and antioxidant activity. Exposed tomatoes were compared with control
samples stored at different conditions (darkness and day/night cycle). The lycopene content in breaker toma-
toes increased almost twofold following UV light treatments, while 3-carotene levels decreased, when treat-
ed samples were compared with the two control batches. Proportions of Z-lycopene also increased when the
tomatoes were exposed to UV for more than 3 h. The UV treatments significantly increased the total phenolic
content and the antioxidant capacity of treated tomatoes compared to untreated samples, but no clear effect
was observed for individual phenolic compounds. These results suggest that UV-C irradiation of tomatoes
could improve the beneficial effect of tomatoes for human health by increasing the levels of certain bioactive

compounds.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Fresh horticultural crops, including many fruits and vegetables, are
treated with UV-C light irradiation (UV-C hormesis) as a way to extend
their shelf life (Ben-Yeshohua, 2003; Charles & Arul, 2007). UV-C radia-
tion is harmful to spoilage organisms (bacteria and mould) and it also
slows down the senescence process in plant foods, delaying the ripen-
ing of fresh fruits and vegetables (Arul, Mercier, Baka, & Maharaj,
1992; Charles, Kalantari, Corcuff, & Arul, 2005; Charles & Arul, 2007;
Liu et al, 1993). A role for UV-C treatment in the control of post-
harvest diseases has been demonstrated in tomatoes (Charles, 1998;
Charles, Corcuff, Roussel, & Arul, 2003; Stevens et al., 1997; Stevens et
al., 1998; Stevens et al., 2004). However, investigations into the effects
of UV-C treatments, such as post-harvest UV irradiation, on the ripening
of fresh tomatoes have resulted in different conclusions regarding the
appropriate radiation intensity, the optimal ripening stage of tomatoes,
and the storage conditions. For example, Liu et al. (1993) found that the
prolonged exposure of tomatoes to UV-C accelerates their ripening and

Abbreviations: FRAP, Ferric reducing/antioxidant power assay; FW, Fresh weight;
GAE, Gallic acid equivalent; h, Hour; HPLC, High-performance liquid chromatography;
ROS, Reactive oxygen species; SD, Standard deviation; TAA, Total antioxidant activity;
TEAC, Trolox equivalent antioxidant capacity assay; UV-C, Ultraviolet C light.
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senescence, but higher doses impaired ripening and caused abnormal
browning, manifested as sun scalding on the fruit surface (Maharaj,
Arul, & Nadeau, 1999). This may be a consequence of photo-oxidation
reactions caused by UV irradiation via the production of reactive oxygen
species.

Consumers require products that are not only safe, but that are also of
optimal nutritional quality. For this reason, several recent studies have
examined the importance of UV-C radiation with regard to different
quality parameters of treated plant foods, evaluating possible effects on
their functional properties. One recognized advantage of applying UV-C
is the capability to improve the nutraceutical properties of plant foods,
and some studies have reported the possibility of increasing the antiox-
idant content through UV-C irradiation as a post-harvest treatment
(Cantos, Garcia-Viguera, de Pascual-Teresa, & Tomas-Barberan, 2000;
Gonzalez-Barrio, Vidal-Guevara, Tomas-Barberan, & Espin, 2009;
Jagadeesh et al., 2009; Liu, Zabaras, Bennett, Aguas, & Woonton, 2009).
Exposure to UV light causes stress in plant tissues, which stimulates
the biosynthesis of defensive secondary metabolites with antioxidant ac-
tivity; these are mainly lycopene in tomatoes (Liu et al., 2009) and phe-
nolic compounds in grape berries, grapes, and tomatoes (Cantos et al.,
2000; Gonzalez-Barrio et al., 2009; Jagadeesh et al, 2009; Liu et al.,
2009).

Although UV-C hormesis is known to increase the content of lycopene
and total phenolic compounds in tomatoes (Jagadeesh et al., 2009; Liu et
al., 2009; Liu, Cai, Lu, Han, & Ying, 2012), its effect on individual bioactive
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compounds has not been intensively investigated. The aim of the present
study was to ascertain the effect of UV-C hormesis on the individual anti-
oxidant bioactive compounds in breaker tomatoes intended for fresh con-
sumption. Particular emphasis was placed on determining any changes in
the content of 3-carotene, lycopene and its isomers, and total and individ-
ual phenolic compounds, as well as changes in in vitro antioxidant
activity.

2. Materials and Methods
2.1. Tomato Samples and UV-C Treatment

Mature green tomatoes (breaker stage) were provided by a local to-
mato processor company (Murcia, Spain). Tomatoes were randomly se-
lected according to the quality control criteria used by the company's
technical personnel and were harvested during the spring of 2009.
Breaker tomatoes (“Daniella” variety) were harvested as mature green
tomatoes before reaching the full ripening stage. Breaker tomatoes
were separated into six batches. One group was used as an initial control
group (initial samples), which were analyzed immediately after
harvesting. Three batches were subjected to hormetic UV-C treatment
under three different conditions. Two control batches of non-irradiated
tomatoes were used for comparison, and were stored at room tempera-
ture under a day/night cycle (Control 1) or in total darkness (Control 2).

Tomatoes were irradiated under ambient conditions on the day of har-
vest, using a UV-C lamp with a peak of 254 nm. The UV-C chamber was
700 mm wide, 580 mm deep, and 732 mm high, and contained a 15 W
lamp that emitted UV-C light. The tomatoes were irradiated on their blos-
som and calyx ends at an intensity of 0.282 W/m?, as measured with a
portable digital radiometer (Delta Ohm D09721, Caselle di Selvazzano,
Italy). UV-C irradiation was continuously applied for 1, 3, and 12 h,
which resulted in the following doses: 1.0, 3.0 and 12.2 k]/m?, respective-
ly (Fig. 1). After hormetic treatment, tomato samples were allowed to
ripen under day/night cycle illumination conditions at room temperature
for up to 8 d. All samples were cut and homogenized in an Omnimixer
(Ultra-Turrax T25, Staufen, Germany) and stored at — 80 °C until analysis.
Individual phenolic compounds (flavonoids and hydroxycinnamic acids)
were analyzed in tomato samples that were freeze-dried prior to analysis.

Control Initial
(at harvest day)

2.2. Analysis of Carotenoids

Carotenoids were isolated by extraction with methanol/
tetrahydrofuran (141, v/v) containing 0.1% butylated hydroxytoluene.
Briefly, 400 mg of MgO, 200 pL of trans-3-apo-8'-carotenal (internal
standard solution), and 35 mL of methanol/tetrahydrofuran were added
to 0.6 g of sample and homogenized for 5 min using a mixer. The
resulting solution was vacuum-filtered through No. 5 Whatman paper.
This extraction procedure was repeated twice (until the residue was col-
orless) and the combined extracts were dried under vacuum at 30 °Cin a
rotary evaporator. The residue was re-dissolved in methanol/methyl
tert-butyl ether (14 1, v/v) until the solution reached the defined volume
of 10 mL. The solution was centrifuged at 11.000 rpm for 10 min and
then analyzed by HPLC with diode array detection (Agilent 1200 Series,
Mechelen, Belgium) according to Bohm (2001) and Seybold, Frohlich,
Bitsch, Otto, and B6hm (2004). Separation was carried out at a flow rate
of 1.3 mL min~"' using a gradient of methanol (Solvent A) and MTBE
(Solvent B) at 17 °C on a C30-column (250x4.6 mm, 5 um, Trentec,
Gerlingen, Germany). The gradient elution started with 90% A and 10%
B to reach 55% A at 35 min, 40% at 40 min, then ran under isocratic con-
ditions for 10 min, finally reaching 90% A at 60 min. Lycopene and its iso-
mers were quantified at 472 nm and (-carotene was quantified at
450 nm. Since standards of lycopene cis-isomers were not available,
they were tentatively identified based on retention times and absorption
spectrum characteristics described in the literature (Seybold et al., 2004;
Frohlich, Conrad, Schmid, Breithaupt, & B6hm, 2007). Lycopene content
was expressed as mg/kg FW.

2.3. Total Phenolic Compounds

Total polyphenol content was quantified using a colorimetric assay
and Folin-Ciocalteu's phenol reagent (Sigma, St. Louis, USA) according
to the method described by Singleton and Rossi (1965). Prior to colori-
metric analysis and according to Garcia-Valverde, Navarro-Gonzalez,
Garcia-Alonso, & Periago (2011), the samples were subjected to a proce-
dure of extraction/hydrolysis. Briefly, 1 mLof 1 M HCl was added to 2 g of
sample, vortexed for 1 min, and incubated at 37 °C for 30 min. Next, 1 mL
of 2 M NaOH in a 75% methanol solution was added, and the resulting

Batch 3: Treatment 1
1 hour >> 1.0 kJ/m?

wn

"]

8 Batch 1: Untreated stored under
s —  day/night cycle (Control 1)
g 8 days
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|

ﬁ Batch 2: Untreated stored in
- . darkness (Control 2)

]

o 8§ days

/®

Breaker tomatoes UV-C treated
1=0.282 W/m?

Batch 4: Treatment 2

3 hours >> 3.0 kJ/m?

Batch 5: Treatment 3
12 hours>> 12.2 kJ/m?

Stored under day/night cycle
8 days

Fig. 1. Diagram of different treatments applied.
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mixture was vortexed for 2 min and incubated at 37 °C for 30 min.
Then, 1 mL of 0.75 M of metaphosphoric acid was added, the sample
was vortexed for 2 min, and then centrifuged at 5000 rpm for 10 min.
The supernatant was removed and transferred to a 10 mL volumetric
flask. The pellet was re-suspended in 1 mL of acetone:water (1:1, v/
v), vortexed for 1 min, and centrifuged at 5000 rpm for 10 min. Both
supernatants were combined and the final volume was made to
10 mL with acetone:water (1:1, v/v). The resulting extract was assayed
for total phenolic content. Total phenols were expressed as mg GAE per
kg FW of sample.

2.4. Identification and Quantification of Individual Phenolic Compounds
by HPLC

Based on the method described by Garcia-Valverde et al. (2011),
0.1 g of lyophilized tomato fruit in 1.5 mL of 70% methanol were
vortexed for 1 min and then centrifuged (Eppendorf Model 5804R,
Hamburg, Germany) at 13000 rpm for 10 min. The extraction was re-
peated three times and the combined extracts were dried to 1 mL in a
vacuum concentrator (Eppendorf Model 5301, Hamburg, Germany).
Phenolic compounds were analyzed by HPLC according to Garcia-
Valverde et al. (2011) using a diode array detector (Agilent 1200 Series,
Mechelen, Belgium) and an RP-18 250 x4 mm, 5 pm LiChroCart column
(Merck, Darmstadt, Germany) set at 15 °C. Contents of individual phe-
nolic compounds were expressed as mg/kg of fresh weight, after deter-
mining the moisture content of samples. Data were expressed on a fresh
weight basis since other parameters were analyzed and expressed
based on fresh samples.

2.5. Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) Assay

The antioxidant potential of tomato extracts was estimated using the
FRAP assay (Benzie and Strain (1999). Briefly, 2 g of sample was diluted in
10 mL of water, vortexed for 1 min, and centrifuged at 11000 rpm for
10 min, and the supernatant was used for the FRAP assay. A 100 pL vol-
ume of tomato extract was added to 1 mL of the FRAP reagent. An intense
blue color developed and measured at 593 nm. The 4-min absorbance
readings were used to calculate FRAP values. Aqueous solutions
containing known concentrations of Fe (II) (FeSO4-7H,0) in the range
of 0.1-2 mM were used for calibration, and the results were expressed
as mmol of Fe (II) equivalents per kg of FW (Eq. Fe (II)/kg).

Table 1
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2.6. Total Antioxidant Activity (TAA)

The total antioxidant activity (TAA) in both hydrophilic and lipophil-
ic extracts of tomato fruit was measured using the TEAC test described
by Miller, Sampson, Candeias, Bramley, and Rice-Evans (1996). Hydro-
philic extracts were obtained by diluting 2 g of sample in 10 mL of
water, vortexing for 1 min, and centrifuging at 11000 rpm for 10 min.
The supernatant was assayed for TAA.

Lipophilic extracts were obtained by homogenizing 1 g of sample in
20 mL of a hexane/acetone/methanol mixture (2:1:1, v/v/v) for 30 min,
protected from light. Next, 15 mL of water was added and the mixture
was centrifuged at 5000 rpm for 5 min (Shi et al., 2007). The upper
layer containing the lipophilic fraction was transferred to a 10 mL volu-
metric flask and made to 10 mL with hexane. Finally, a 1 mL aliquot of
the lipophilic fraction was dried under a nitrogen stream and
reconstituted into 0.5 mL of 2-propanol before being analyzed for
TAA. Trolox was used as the standard, and the results are expressed as
mmol of Trolox equivalents per kg of tomato.

2.7. Statistical Analysis

All analyses were performed in triplicate, and the results are
expressed as means and SD. Significant differences between UV-C light-
treated and untreated samples for all parameters were determined
using a one-way ANOVA. A post-hoc Tukey's test was also conducted to
establish the differences among mean values. A Pearson correlation was
carried out to study the relationship between all parameters. Statistical
analyses were carried out using SPSS 15.0. The threshold p-value chosen
for statistical significance was p<0.05.

3. Results and Discussion
3.1. Effect of UV-C Radiation on Lycopene and [3-carotene Content

The total lycopene, all-E-lycopene, and Z-lycopene (the sum of (5Z)-,
(92)-, (132)- and (15Z)-lycopene), and [>-carotene content of breaker
tomatoes not treated with UV-C light (initial Control, Control 1 and Con-
trol 2) and exposed to UV-C light for 1, 3 and 12 h are presented in
Table 1. The total lycopene content increased significantly in all samples
during storage for 8 d at room temperature. However, the increase was
greater in samples exposed to UV-C light, where lycopene content was
up to eightfold higher than in the initial Control group. This difference

Content of 3-Carotene, E-Lycopene, Z-Lycopene and Total Lycopene expressed as mg/kg FW. Total phenolic expressed as milligrams of gallic acid equivalents (GAE)/kg FW. Individual

phenolic compounds expressed as mg/kg FW '

Breaker Tomatoes Control Initial Control 1 Control 2 UV 1 hour UV 3 hours UV 12 hours
3-Carotene 0.55+0.01¢ 1.40+0.04 ¢ 1.23+£0.02° 0.754+0.03 ¢ 0.764+0.03 © 0.7940.05 ©
E-Lycopene 5.004+0.19 ¢ 31.404+1.18° 34.20+0.82° 51.804+2.22° 55.68+2.23 7 3456+321°
Z-Lycopene 1.70+£0.13 € 41840.63" 7.814+0.20° 7.774+0.56 * 7.16+0.36 ° 8.00+0.83?
Total Lycopene 6.94+0.10¢ 35.25+1.13 ¢ 42.02+0.88° 59.914+147° 63.17+1.90 ¢ 4256+2.42°
Total phenolic compounds 258.75+18.04 2444542979 ® 238.02+11.06° 233734539 " 222.83426.88 " 366.45+16.32 ¢
Chlorogenic acid 23914048 ° 2224075¢ 10.24+0.07° 10354023 " 4174043 ¢ 3.2740.23 ¢
Chlorogenic acid derivatives 5.90+0.02 ° 0.6640.03 ¢ nd 32540.12° nd nd

Ferulic acid 0.87+0.11° 0.82+0.05° 0.64+0.02 9 14140072 0.62+0.03 0.81+0.09 >
Ferulic acid derivatives 0.5640.06 * 0.65+0.11° 0.4440.01° nd 0.49+0.15° nd
Naringenin 0.3240.03? 0.3240.02? 0.194£0.09 b 0.22+£0.02 *® 0.08+0.01 ¢ nd
Naringenin derivatives nd nd nd nd nd nd

Caffeic acid nd nd nd 0.32+£0.02 nd nd

Caffeic acid derivatives nd nd 0.57+0.07 ¢ 1.0440.03 * 0.8+£0.09° nd

Rutin 1.78 +0.07 1.16+£022°¢ 2.08+£0.19° 1.43+£0.05 "¢ 1.8440.09 *° 1.6+0.26 >
Rutin derivatives nd nd nd nd nd nd

Coumaric acid nd nd nd nd nd nd

Coumaric acid derivatives 1.534+0.04* nd 0344001 ¢ 0.46+0.02° 0.06+0.00 ¢ nd

! Data are means + Standard Deviation (n=3). Values within columns with different letters are significantly different (p<0.05). nd not detected
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was statistically significant (p<0.05) for breaker tomatoes exposed to
UV-C radiation for 1 and 3 h.

This phenomenon is due to the lycopene synthesis in the chloroplast
that occurs during the off-vine ripening process. Lycopene accumula-
tion in the tomato pericarp consists of both light-independent and
light-dependent components. The pathway may be stimulated by
light, but light is not required for induction (Liu et al, 2009 and
Raymundo, Chichester, & Simpson, 1976). Previous studies have found
that, after the immature green stage, light is not essential for the induc-
tion of lycopene synthesis in tomatoes.

In our study, we used mature breaker tomatoes since lycopene syn-
thesis was expected to have been induced (Liu et al., 2009). Lycopene
synthesis appeared to be enhanced by post-harvest treatment with
UV-C light. A positive effect was observed for the samples exposed to
UV-C for short periods (less than 12 h). However, when UV-C was ap-
plied for 12 h, the synthesis of all-E-lycopene decreased. This result sug-
gests that a hormetic treatment for this long might affect the enzymes
responsible for the synthesis of lycopene, thereby delaying the forma-
tion of red color. In fact, UV induces the oxidation of amino acids, there-
by reducing the functionality of proteins (Raymundo et al., 1976).

We also hypothesize that lycopene may be involved in protecting the
chloroplast against photo-oxidation provoked by UV-C, which could lead
to a degradation of lycopene and chlorophylls (Carrasco-Rios, 2009). The
changes in total lycopene are determined largely by the effect of UV-C
light on all-E-lycopene because this isomer represents the highest
percentage of the total content of this carotenoid. The content of
Z-lycopene also increased in all samples during storage due to the syn-
thesis of this pigment, with significant differences appearing in the Con-
trol 2 and UV-C treated samples when compared to the Control 1 and
Control Initial samples. However, tomatoes ripening in darkness and
tomatoes exposed to UV-C for 12 h showed the highest percentage of
Z-lycopene, with a value around 18.5%.

Significant differences were found in the levels of the cis-isomer be-
tween samples stored for 8 d in a day/night cycle (Control 1) and in
darkness (Control 2); this might reflect the bioaccumulation of pro-
lycopene (7,9,7',9'-tetracis-lycopene). Pro-lycopene is a precursor that
is transformed to all-E-lycopene by the carotene isomerase or by
photoisomerization and this process is hypothesized to occur in tomato
leaves (Giuliano, Giliberto, & Rosati, 2002). Light has previously been
postulated to aid in this process of transformation (Pirrello, Regad,
Latché, Pech, & Bouzayen, 2009), which would explain the decrease in
the concentration of this particular lycopene cis-isomer in tomato sam-
ples in the Control 1 group. Although UV-C treatment increased the
total lycopene in breaker tomatoes during treatments lasting 1 and
3 h, the percentage of cis-isomers remained unchanged, with a mean
value of 12%. The percentage of these isomers only increased in samples
exposed for 12 h, which could be associated with UV-C-induced
photoisomerization, since light exposure leads to the isomerization of
all-trans-isomers (Godwin, 1985).

Significant differences were also found for 3-carotene content in the
control and UV-C exposed samples (Table 1). R-carotene increased in
samples during storage, ranging between 0.75 and 1.40 mg/kg FW,
with the highest value found in tomato samples belonging to the Con-
trol 1 group. This might be related to carotene synthesis and the conver-
sion of lycopene to 3-carotene by lycopene-{3-cyclase, a process known
to be stimulated by light (Pizarro & Stange, 2009). For this reason,
breaker tomatoes that were ripened in a day/night cycle (Control 1)
showed the lowest total lycopene content (35.25 mg/kg FW) and the
highest amount of 3-carotene. In contrast, UV treatments provoked a
decrease in 3-carotene, probably due to an increase in lycopene biosyn-
thesis caused by the activation of enzymes involved in its pathway (for
example, the carotene isomerase) or the inhibition of the enzyme
p-cyclase involved in the formation of -carotene; this is a normal oc-
currence during the ripening process (Van den Berg et al., 2000). High
light intensity could also provoke a photobleaching phenomenon and
lead to the destruction of 3-carotene (Young, 1993).

Our results are in agreement with those reported by Liu et al.
(2009), who described an increase in the total lycopene of tomatoes
after a hormetic treatment at 13.7 kj/m? for 5 min. They observed
an increase of 1.4 to 1.8-fold in the lycopene content of breaker toma-
toes on the 15th and 21st days of storage at 12-14 °C, compared with
a control sample stored in darkness. We observed the same behavior
in breaker tomatoes, which reached a final lycopene content close to
twofold higher after the treated tomatoes were stored for a period of
8 days at room temperature. These results show that UV-C treatment
has a positive effect on lycopene synthesis in tomatoes stored at room
temperature and under refrigeration. This indicates that UV-C light
might be a specific regulator of carotenoid synthesis and accumula-
tion under different conditions of post-harvest storage.

However, our results did not agree with those reported by Jagadeesh
et al. (2009), who observed a decrease in the lycopene content of rip-
ened tomatoes exposed to UV-C, stored in a cool chamber for 10, 20
and 30d, and allowed to ripen under ambient room conditions (average
temperature =23 °C) for 7 and 14 d. In the present study, we provide
new information related to the effect of UV-C light treatment on lyco-
pene isomers. In general, the different effects of this kind of treatment
reported in the scientific literature should be further investigated,
since the hormetic response of the fruit is dependent on several factors,
such as the cultivar, maturity stage, physiological stage, and harvest sea-
son (Charles & Arul, 2007). In addition, the characteristics of the equip-
ment, the mode of delivery, the total dose of UV-C light, and the
conditions of storage (time and temperature) during post-harvest also
play important roles (Jagadeesh et al., 2009; Shama, 2007). Our results
for B-carotene do not agree with those obtained by Liu et al. (2009),
who did not observe significant changes in the content of this caroten-
oid in tomatoes after a post-harvest treatment with UV.

3.2. Effect of UV-C Radiation on Phenolic Compounds

The effects of UV-C hormesis on total and individual phenolic com-
pounds of breaker tomatoes are shown in Table 1. If we compare the re-
sults of total phenolic compounds for all batches, a significant increase
(p<0.05) in these bioactive compounds becomes apparent when sam-
ples are irradiated for periods longer than 3 h. The final content of phe-
nolic compounds increased by 42% in breaker tomatoes exposed to
UV-C light for 12 h. These results indicate that this treatment induces
stress and the accumulation of phenolic compounds in the fruit due to
the activation of the phenolic biosynthesis pathway. A similar increase
in the amount of total phenolic compounds has been described for to-
matoes exposed to UV-C and stored for 10, 20, and 30 d (Jagadeesh et
al., 2009). Liu et al. (2012) also observed an increase in total phenolic
compounds when tomatoes were irradiated with 4 and 8 kj/m? of
UV-C and stored longer than 14 d. This positive effect on the phenolic
compound content has also been observed in tomatoes cultivated
under covering material that transmits ambient solar UV-C radiation
from 290 to 400 nm (Luthria, Mukhopadhyay, & Krizek, 2006).

The enhancing effect of UV on the total phenolic compounds of fruits
and vegetables has been well studied over the last few years. Scientific
evidence is now accumulating to show that the DNA-damaging effect
of UV light induces the accumulation of UV-absorbing flavonoids and
other phenolics compounds, predominantly in the epidermal tissues
of fruit (Strack, 1997). This effect arises due to increased expression
and activity of the enzyme phenylalanine ammonia-lyase, a key enzyme
in the production of phenylpropanoids, which leads to an increase of
phenols, phytoalexins, and lignins (Ryalls et al, 1996). Irradiation
with UV-B light increased the content of flavonols in the pericarp of ap-
ples (Arakawa, 1988; Bakhshi & Arakawa, 2006) and doubled the con-
tent of resveratrol in red table grapes (Cantos et al.,, 2000). Irradiation
with UV-C increased the total stilbene content (specifically trans-
resveratrol) in red table grapes (Cantos et al., 2000; Gonzalez-Barrio
et al., 2009) and total phenols and flavonoids in mangos (Gonzalez-
Aguilar, Villegas-Ochoa, Martinez-Téllez, Gardea, & Ayala-Zavala, 2007).
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Jagadeesh et al. (2009) and Liu et al. (2012) reported a
UV-C-induced increase in the total phenolic content in tomatoes.
The effect of UV-C on individual phenolic compounds has not been
extensively studied in the scientific literature, but Liu et al. (2012)
found an increase in some of these compounds (such as gallic acid,
chlorogenic acid, and quercetin) after UV-C treatments and 35 days
of storage. In the present research, the effect of UV-C hormesis on
the compounds from tomatoes has been analyzed to ascertain the
changes in the hydroxycinnamic acids and flavonoids (Table 1). In
breaker tomatoes, chlorogenic acid makes up 75% of the total pheno-
lic compounds (Garcia-Valverde et al., 2011). This percentage de-
creases as the tomatoes ripen, due to the effect of the maturation
process (Carrillo-Lopez & Yahia, 2009; Garcia-Valverde et al., 2011).
For this reason, the content of chlorogenic acid decreased in the ma-
ture control and UV-C treatment groups when compared to the initial
control group. It is remarkable that tomatoes stored in darkness and
those exposed to UV-C for 1 h showed half the concentration of
chlorogenic acid that was found in the initial group of tomatoes.
This effect of darkness can be explained because darkness is recog-
nized as a storage condition that protects against the degradation of
phenolic compounds during maturation. This is because light induces
photo-oxidation via the generation of ROS (Foyer, Descourvieres, &
Kunert, 1994), which leads to the degradation of phenolic com-
pounds. The differences found in the chlorogenic content of UV-C ex-
posed tomatoes could be attributed to the effect of UV stress on the
enzymes of the phenylpropanoid pathway, as described above.
Chlorogenic acid derivatives also decreased with maturation, but a
significant increase from 0.66 mg/kg (day/night cycle) to 3.25 mg/kg
was observed following application of UV-C for 1 h, whereas no
changes in derivatives were observed in tomatoes stored in darkness,
or in the UV-C 3 h and UV-C 12 h groups. No clear effect of UV-C radia-
tion was observed for any other individual phenolic compounds.

The UV-C radiation had an enhancing effect on total phenolic com-
pounds and on antioxidant capacity, but this effect was not evident in
all of the individual phenolic compounds analyzed. Total phenolic com-
pounds were measured using the Folin-Ciocalteu method, but this
analytical procedure is known to overestimate the total phenolic com-
pounds due to its low specificity and interference due to ascorbic
acid-reducing sugars, sulfites, and amino acids (Singleton, Orthofer, &
Lamuela-Raventos, 1974). In the present study, the hydrolysis procedure
applied to the tomato samples during extraction eliminates interfering
compounds, thereby avoiding overestimation of total phenolic com-
pounds. The methodology used to determine the individual phenolic
compounds provides information about the main phenolic compounds
and some derivatives, but quantification and identification of all phenolic
compounds are lacking for the tomato samples. Therefore, the effect of
UV-C radiation on the individual compounds cannot be clearly deter-
mined. In addition, phenolic compounds in plant tissues exposed to UV
radiation can change their chemical form due to the over-expression of
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Fig. 3. TEAC hydrophilic assay in breaker tomatoes, expressed as mmol Trolox/kg FW.
Data are means + Standard Deviation (n=3).

the different enzymes involved in the metabolism of these secondary
metabolites (Carrasco-Rios 2009), thereby increasing the difficulty of an-
alyzing individual phenolics.

3.3. Effect of UV-C Radiation on Antioxidant Activity

Data obtained for FRAP, hydrophilic TEAC, and lipophilic TEAC assays
are shown in Figs. 2, 3 and 4, respectively. The hydrophilic antioxidant
activity of the tomato samples showed the same behavior after exposure
to UV-C light, reaching higher values after 12 h of treatment (1.74 and
1.88 mmol Trolox/kg for the FRAP and TEAC assays, respectively). A sig-
nificantly positive correlation (r=0.877, p<0.05) was also found be-
tween FRAP and TEAC assays. These results indicate a positive effect of
UV-C on hydrophilic antioxidant activity, as observed in previous studies
of fresh-cut mangoes (Gonzalez-Aguilar et al, 2007), blueberries
(Perkins-Veazie, Collins, & Howard, 2008) or tomatoes (Liu et al,
2012). This effect is probably due to the increase in phenolic compounds
and total flavonoids (Carrillo-Lopez & Yahia, 2009). A significant correla-
tion was noted between the FRAP and TEAC assays and total phenolic
compounds (r=0.729 and 0.826, respectively, p<0.05).

The lipophilic antioxidant activity of breaker tomatoes showed higher
values following 1 and 3 h UV-C treatments (0.43 and 0.48 mmol
Trolox/kg, respectively). The correlation between lycopene content
and lipophilic antioxidant activity was also significant (r=0.985,
p<0.05). Therefore, the lipophilic antioxidant activity in tomatoes is pri-
marily determined by the lycopene content. We also found high levels
of lipophilic antioxidant activity in the initial stage (0.31 mmol
Trolox/kg), which was probably due to a higher concentration of chloro-
phyll, a pigment recognized to have lipophilic antioxidant properties.
Although chlorophylls are not viewed as dietary antioxidants, they
might contribute to the in vitro antioxidant activity of vegetables, in-
cluding tomatoes (Hunter & Fletcher, 2002; Periago et al., 2009).
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Fig. 4. TEAC lipophilic assay in breaker tomatoes, expressed as mmol Trolox/kg FW.
Data are means = Standard Deviation (n=3).
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The UV-C treatments provoked an increase in TAA, where UV-C
treatments lasting 1 and 3 h resulted in higher lipophilic antioxidant
activity than UV-C treatments lasting 12 h. This difference this could
be related to the increase in total lycopene. The TAA of tomatoes
treated with UV-C for 12 h was similar to that of tomatoes treated
for the other times; however, the proportion of hydrophilic and lipo-
philic antioxidant activity was different. In this case, an increase in
phenolic compounds and a decrease in total lycopene might be re-
sponsible for the observed variations in hydrophilic and lipophilic an-
tioxidant activity.

4. Conclusions

Post-harvest UV-C treatment has a significant enhancing effect on
the content of bioactive compounds (lycopene and total phenolic com-
pounds) and on antioxidant activity in breaker tomatoes. However, the
beneficial effect is dependent on the hormetic treatment conditions.
Further studies must be carried out to establish the best conditions for
UV-C hormesis in order to optimize this post-harvest technology in
terms of increasing the antioxidant compound content and the poten-
tial beneficial effects for human health.
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