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Resumen/Abstract

Resumen/Abstract

This Doctoral Thesis, entitled "Wild fruits of traditional food use. Evaluation of
nutritional value, bioactive compounds and antioxidant capacity" is part of the
multidisciplinary research project entitled "Nutritional assessment and production of
edible wild plants traditionally used in Spain" (CGL 2006-09546/BOS National Plan I +
D + I (2004-2007)), involving researchers from IMIDRA, Royal Botanical Garden of
Madrid (RJB-CSIC), Universidad Autéonoma de Madrid (UAM) and Universidad
Complutense de Madrid (UCM).

The main objective has been: to determine the nutritional value of four species
selected from the wild edible fruits with the highest frequency of food uses in Spain, in
order to be incorporated into Food Composition Tables, and enhance their use, in either
the traditional way, and also as potential sources of functional ingredients. The following
fruits have been collected from their natural habitats: Arbutus unedo L. (strawberry-tree),
Crataegus monogyna Jacq. (hawthorn), Prunus spinosa L. (blackthorn) and Rubus
ulmifolius Schott (blackberry), in two different locations and for three consecutive
seasons (2007, 2008, 2009), in order to have a representative sample of the natural
variability that could be expected in the chemical composition of plant tissues. The
following analyses have been performed: proximal composition (moisture, available total
carbohydrates, including soluble sugar fraction, total, soluble and insoluble fiber
fractions, proteins, lipids and ashes) and mineral analysis (K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn,
Zn). We have also carried out the analysis of some bioactive compounds such as vitamin
C (ascorbic and dehydroascorbic acids), carotenoids and phenolic compounds such as
phenolic acids, flavonols and anthocyanins in these fruits, as well as the evaluation of
their antioxidant capacity using different in vitro assays. For this purpose, official
methods of analysis of foods, as well as other methodologies previously optimized and
validated for these type of matrices have been applied, which include UV-Visible
spectrophotometry, HPLC-UV, HPLC-IR and Atomic Absorption Spectroscopy, among

others.

All fruits studied, especially the strawberry-tree, can be considered as very good
sources of fiber (mostly insoluble) for the human diet. Blackberries and hawthorn
presented higher Mg content than most conventional fruits, and the latter had very high
Ca content. Regarding microelements, Fe was the major one. The high content of

bioactive compounds in the wild fruits analyzed (especially in blackthorn and

1



Resumen/Abstract

strawberry-tree, with 1431 mg/100 g of anthocyanins and 288 mg/100 g of vitamin C
respectively) means that their antioxidant capacity (measured by four different methods)
is comparable and sometimes even higher than those of other fruits considered as potent

antioxidants.

The obtained data complete the limited scientific information about nutrient
composition of the analyzed wild fruits, making possible their inclusion in Food
Composition Tables. These fruits can be considered as excellent sources of nutrients and
bioactive compounds, in either their traditional food use (fresh), or as ingredients for
functional foods or dietary supplements. Furthermore, extracts of these fruits could be
used to extend the shelf life of other foods, to improve its beneficial health properties, or
as sources of colors and flavors in the food industry. This would contribute to preserve

and revalorize their use as traditional foods.
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Introduccidén

1. Importancia de los frutos silvestres en la alimentacion

La dieta ha sido uno de los factores evolutivos mds determinantes en la historia
del hombre. Su evolucidn se remonta a unos siete millones de afios, y a lo largo de todo
el proceso la alimentacion ha experimentado mdltiples transformaciones (Arroyo, 2008).
Desde la Prehistoria, los seres humanos han obtenido los recursos alimenticios para su
subsistencia a través de la caza, la pesca y la recoleccién. De este modo, su supervivencia
ha dependido de la existencia de plantas silvestres comestibles, junto con la de otros
productos alimenticios obtenidos a partir insectos, aves, peces y mamiferos (Turner y

col., 2011).

Durante el Paleolitico, el ser humano fue recolector y cazador. Su dieta era
sencilla y muy variada, incluyendo peces, mariscos, animales pequefios y vegetales; los
métodos que utilizaba para cocinar eran muy sencillos y rudimentarios (Arroyo, 2008).
En el Paleolitico Superior, los pobladores de la tierra machacaban o trituraban los granos,
y vivian en campamentos al aire libre, en la boca de las cuevas y en los abrigos rupestres
(Harlan, 1992; Ladizinsky, 1998; Cubero y col., 2006). Asi, durante toda la prehistoria y
hasta que comienza la agricultura, los frutos silvestres han sido fundamentales para la
subsistencia de las civilizaciones, y todavia se siguen consumiendo en los pueblos
cazadores-recolectores que aun persisten, e incluso en las sociedades agricolas en
tiempos de malas cosechas (Cubero y col., 2006; Tardio y col., 2006). El uso culinario de
frutos silvestres y de hierbas de los campos de cultivo evolucioné asociado al proceso de
neolitizacion, que ofrecié los nichos ecoldgicos necesarios para el desarrollo de estas
especies, enriqueciendo y afianzando las dietas de los primeros agricultores europeos

(Leonti y col., 2006).

Hace s6lo unos 10.000 afios que el hombre empez6 a producir alimentos como
agricultor, de ahi la relevancia que han tenido los alimentos silvestres de origen vegetal
en la historia de la humanidad. Esto trajo consigo la “domesticacién” de las especies,
como respuesta a la necesidad de alimentar a una poblacion creciente a través de la
manipulacién de los cultivos para obtener un mayor rendimiento de los recursos de los
mismos. Ya en el Neolitico, la domesticacidn de los cultivos coincidid con el comienzo
del sedentarismo, inicialmente de forma complementaria a la recoleccién y la caza, en
gran parte por el aumento de los grupos poblacionales. Las especies vegetales que han
sido sometidas a este proceso de domesticacion han ido sufriendo progresivamente

procesos evolutivos, lo que ha provocado en ellas una serie de cambios morfolégicos,
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fisiologicos y genéticos tan profundos que en muchos casos resulta muy dificil reconocer

su progenitor silvestre (Tardio y col., 2002; Arroyo, 2008).

Actualmente, aunque el uso de los alimentos procedentes de plantas silvestres ha
descendido en favor de las plantas cultivadas, en los ambientes rurales se ha mantenido
por diversos motivos. En primer lugar, la inseguridad de las cosechas ha ocasionado
periodos de escasez de alimentos debido tanto a las condiciones meteoroldgicas adversas
como a las guerras, consustanciales con la humanidad. En segundo lugar, la
estacionalidad de las producciones hacia que las plantas silvestres supusieran un buen
complemento y un importante aporte nutritivo adicional en determinadas épocas del afio.
Los grandes avances en la agricultura, especialmente en los ultimos cincuenta afios, han
resuelto en gran parte estos dos problemas, pero por contrapartida, se ha abandonado en
gran medida el uso de alimentos silvestres y, por lo tanto, se estin perdiendo muy
répidamente los conocimientos populares sobre muchas de las especies silvestres que han

usado nuestros antepasados (Tardio y col., 2002; Botella y col., 2007).

Sin embargo, las plantas silvestres como alimentos, ademds de aportar nutrientes
son una fuente de identidad cultural para muchas personas y grupos étnicos, lo que
refleja un profundo e importante conjunto de conocimientos sobre el medio ambiente, la
supervivencia y la vida sostenible, ampliamente conocido como conocimiento ecoldgico
tradicional (Turner y col., 2011). Hoy en dia, en toda Europa se ha renovado el interés y
ha aumentado el consumo de las plantas silvestres, en muchos casos, por el simple placer
de la recoleccién silvestre, recreando las practicas tradicionales y disfrutando de los
sabores caracteristicos del campo en otros casos, por el interés de los consumidores por
el consumo de alimentos que aporten beneficios para la salud. En nuestros dias la
recuperacion del uso de estos recursos silvestres es muy relevante en la conservacion de
la biodiversidad y sus vinculos con la nutricién y la salud humana (Dominguez y col.,

2001; Tardio y col., 2006).

El consumo de plantas silvestres, si bien es inherente a la mayoria de las
civilizaciones, se ha mantenido con diferente intensidad en las diferentes culturas. La
cantidad y la calidad de los conocimientos tradicionales varian entre las diferentes dreas
de estudio y estd estrechamente relacionado con las tradiciones, el medio ambiente y el
patrimonio cultural de cada pais. Asi, las plantas silvestres tienen un papel importante en
la vida de los pueblos indigenas de todo el mundo (Hadjichambis y col., 2008), y han

sido particularmente importante en épocas de hambruna o conflictos cuando los
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mecanismos normales de suministro de alimentos se interrumpen y las poblaciones
locales o desplazadas han visto limitado el acceso a otro tipo de alimentos (Turner y col.
2011). Sin embargo, en condiciones normales, las plantas silvestres han desempefiado un
papel importante complementando los alimentos bdsicos para proporcionar una dieta
equilibrada en muchas poblaciones, tal y como pueden volver a hacerlo en el futuro

(Tardio y col., 2006).

En este sentido, la Cuenca Mediterranea tiene una larga y polifacética historia
cultural que alberga una extraordinaria biodiversidad. Diversos estudios epidemioldgicos
han atraido la atencion sobre algunas dietas mediterrdneas tradicionales (Spiller, 1991;
Tur, 2004; Alonso y col.,, 2011). Sin embargo, las plantas silvestres comestibles
tradicionalmente recolectadas en dicha zona, son un elemento importante de estas dietas
que tiende a desaparecer, y que han sido hasta ahora casi olvidadas en los estudios

cientificos.

Las frutas, las verduras y el aceite de oliva son esenciales en el concepto de Dieta
Mediterranea, y muchos componentes asociados con estos alimentos podrian contribuir a
sus efectos beneficiosos para la salud (Spiller, 1991; Trichopoulou y col., 2000; Tur,
2004; Alonso y col., 2011; Boskou, 2012). Por ello, actualmente la Dieta Mediterranea se
encuentra reconocida como Patrimonio Cultural Inmaterial de la Humanidad ya que
segin la UNESCO “es un conjunto de competencias, conocimientos, practicas y
tradiciones relacionadas con la alimentaciéon humana, que van desde la tierra a la mesa,
abarcando los cultivos, las cosechas y la pesca, asi como la conservacion, transformacion
y preparaciéon de los alimentos y, en particular, su consumo” (Fundacién Dieta
Mediterranea, 2013). En general, el término Dieta Mediterranea implica,
inevitablemente, un sistema comun de la dieta consumida por los paises de la cuenca del
Mediterraneo. Sin embargo, las dietas de las poblaciones de la Costa Mediterranea
presentan grandes divergencias. De hecho, las diferencias en los habitos alimentarios son
evidentes en algunas partes de Italia, Grecia, Francia, Portugal, Espaiia, Africa del Norte
y Oriente Medio (Manios y col., 2006). Este polimorfismo en la dieta refleja
parcialmente las diferencias religiosas y culturales. Aunque no existe una Dieta

Mediterrdnea Unica, se considera que sus principales caracteristicas son las siguientes

(Estruch y col., 2010):

-Un elevado consumo de cereales no refinados, fruta, verdura, legumbres y frutos

S€COS.
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-Un alto consumo de grasas, pero principalmente en forma de aceite de oliva (mas

del 20% de la energia total), tanto para cocinar como para aderezar los platos.
-Un consumo moderado-alto de pescado.

-Un consumo moderado-bajo de carne blanca (aves y conejo), y productos

l4cteos, principalmente en forma de yogurt o queso fresco.
-Un bajo consumo de carne roja y productos derivados de la carne.
-Un consumo moderado de vino o cerveza con las comidas.

Los tejidos vegetales, especialmente los de las frutas y hortalizas, contienen
diferentes nutrientes y compuestos bioactivos con importantes beneficios para el
organismo, que hacen que estos productos sean hoy reconocidos por su papel en la
prevencion de diversas enfermedades crdénicas. Ademads, junto con otros grupos de
alimentos mencionados anteriormente, constituyen la esencia de lo que entendemos por
Dieta Mediterrdnea y cuya promocion debe ser siempre apoyada en todas las etapas de la
vida (Tucker, 2001; Tur, 2004; Judrez y col., 2005; Guerrero y col., 2010; Alonso y col.,
2011; Boskou, 2012).

El elevado consumo de frutas, intrinseco en la Dieta Mediterrdnea, puede llevarse
a cabo a través del consumo de las frutas convencionales existentes en el mercado, asi
como a través de la ingesta de frutas silvestres disponibles en la zona. El incremento del
conocimiento de la composicién de los frutos silvestres puede ayudar a diversificar la
oferta de frutas en la dieta, a conservar las tradiciones, y contribuir a un desarrollo

sostenible de las sociedades rurales que habitan en dicha zona geogréfica.
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2. Frutos silvestres mas utilizados en la zona mediterranea
La Real Academia Espaiiola (2013) establece las siguientes definiciones:

-fruta: “frutos comestibles de ciertas plantas cultivadas; por ejemplo, la pera, la

guinda, la fresa, etc.”.

-fruto: “producto del desarrollo del ovario de una flor después de la fecundacion.
En él quedan contenidas las semillas. Con frecuencia cooperan a la formacién del fruto

tanto el cdliz como el receptéaculo floral y otros érganos”.
Por su parte, el Codigo Alimentario Espaiol (Deleuze, 2006) define:

-fruta: “el fruto, infrutescencia (agrupacion de frutos), semilla, partes carnosas de

organos florales que hayan alcanzado la madurez para el consumo”.

Por otro lado, entendemos como “variedades silvestres”, a aquellos materiales
que constan de cierta integridad genética, reconocibles morfolégicamente (tradicional y
etnobotdnicamente conocidas por multitud de nombres diferentes en funcién de la zona
geografica) y que difieren de las cultivadas en su adaptacién al tipo de suelo, fecha de
siembra y maduracion, altura, valor nutritivo, uso y otras propiedades (FAO, 1996; Nuez,
2010). Gracias a estas caracteristicas de adaptacion, estas variedades han formado
sistemas homeostaticos en los que algunos individuos han mantenido niveles aceptables
de produccién ante cualquier agresion del medio, como plagas, enfermedades o

accidentes climatolégicos (FAO, 1996).

La diversidad en la flora y las diferentes formas en las que los habitantes de un
determinado territorio se han aprovechado de los recursos naturales disponibles en ese
momento han generado un conocimiento popular muy rico en cuanto a la utilizacién de
las plantas se refiere. La alimentacién es un aspecto muy conservador de la cultura, pero
el deterioro del uso y conocimiento de las plantas silvestres comestibles ha sido mayor
que el observado en las plantas comestibles cultivadas. Aunque la dieta bésica tradicional
espaiola estd basada en productos agricolas y ganaderos, muchas plantas silvestres han
sido también usadas. La mayoria de las frutas silvestres, asi como los bulbos y flores han
sido consumidos por los nifios o pastores como aperitivos, para la diversién del camino a
la escuela, o cuidando el ganado. Actualmente el conocimiento de las alimentos silvestres
se estd perdiendo, y en la mayoria de los casos, s6lo sobrevive en personas de edad

avanzada, aunque todavia hoy en dia algunas personas recogen los frutos en los paseos
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por el campo para revivir los sabores de su infancia (Dominguez y col., 2001; Tardio y

col., 2005).

En la actualidad, en la zona Mediterranea distintos frutos silvestres y hierbas se

utilizan todavia para hacer mermeladas caseras (por ejemplo, Sambucus nigra, Rubus

ulmifolius y Vaccinium myrtillus), postres y bebidas espirituosas (por ejemplo, Prunus

spinosa, Sideritis hyssopifolia) para consumo y venta de productos locales (Pardo de

Santayana y col., 2007). El cuadro 1 recoge aquellos frutos silvestres que cuentan con un

mayor numero de citas de uso en la Peninsula, segin la base de datos elaborada

previamente por los investigadores que forman parte de este proyecto.

Cuadro 1. Frutos silvestres utilizados en la alimentaciéon humana (Tardio y col., 2002)

Frutos silvestres Nombre vulgar Familia Recoleccion  Uso alimentario
B . 5 Frutos crudos, licores, otras
Arbutus unedo L. Madrofio Ericéaceas Otofio ) ’ ’
bebidas
Crataegus monogyna Jacq. Majuela Roséceas Otofio Frutos crudos
Fragaria vesca L. Fresa silvestre Roséceas Verano Frutos crudos
R B ~ Frutos almacenados, frutos
Malus sylvestris Miller Maillo Rosiceas Otofo . ’ .
crudos, licores, otras bebidas
. . ., Frutos crudos, licores, otras
Prunus avium L. Morrino Rosdaceas Verano ) ’ ’
bebidas
. ., Frutos crudos, licores, otras
Prunus cerasus Guinda Rosiceas Verano ) ’ ’
bebidas
Prunus dulcis (Miller) ,
Almendra Rosaceas Verano Frutos almacenados
D.A. Webb
Prunus insititia L. Ciruela silvestre  Rosaceas Verano Frutos crudos
. . , 5 Frutos almacenados, frutos
Prunus spinosa L. Endrina Roséceas Otofio . ’ .
crudos, licores, otras bebidas
Ribes uva-crispa L. Uva de espino Grosularidceas  Verano Frutos crudos
. . 5 Frutos crudos, licores, otras
Rosa sp. pl. Escaramujo Rosiceas Otofio .
bebidas
Rubus idaeus L. Frambueso Rosaceas Verano Frutos crudos
Rubus ulmifolius L. y otras ; B Frutos almacenados, frutos
f y Zarza, moras Rosaceas Verano/Otoiio ’
zarzas crudos
. ; B Frutos crudos, licores, otras
Sorbus aria (L.) Crantz Mostazo Rosdceas Otoiio ’ ’

bebidas

Segun distintos datos etnobotanicos (Tardio y col., 2006; Pardo de Santayana y

col., 2007), algunos de los frutos silvestres mds consumidos en Espaifia son los de Rubus

ulmifolius, una especie de amplia distribucion en la Peninsula Ibérica. También se

utilizan R. caesius, R. castellarnaui y R. lainzii, aunque con una distribucién mas

restringida. En Espafia y Portugal, la familia Rosaceae es la mds importante, con 17
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especies consumidas principalmente como bayas maduras o para hacer licores (Pardo de

Santayana y col., 2007).

La segunda especie mads citada son los frutos de Arbutus unedo, que se produce en
areas del Mediterrdneo y en algunas partes del norte de Espaia donde se consumen
crudos como postre, en licores, etc. Otras especies muy citadas cuyos frutos también se
consumen en cierta medida son los frutos de Prunus spinosa y Crataegus monogyna,
especies que hoy dia han caido un poco en desuso, pero que han sido ampliamente
consumidas en el pasado, y muy especialmente en tiempos de escasez, junto con otras
especies, como son Sorbus aria, Rosa spp. y Arctostaphylos uva-ursi (Tardio y col.,

2006).

Para la realizacién de este trabajo se han seleccionado los cuatro frutos silvestres
comestibles que han registrado en los estudios anteriormente mencionados un mayor
numero de citas de usos alimentarios: frutos de madrofio (Ericaceae), majuelo, endrino y

zarzamoras (todos ellos pertenecientes a la familia Rosaceae).

2.1. Arbutus unedo L. (madroiio)

Pertenece a la familia de las Ericdceas, que abarca alrededor de 1500 especies, en
su mayoria matas y arbustos verdes todo el afio, de las cuales una tercera parte pertenece
al género Erica, que da nombre a la familia y comprende fundamentalmente los brezos

(Font Quer, 1995).

Es un arbusto o arbolillo de hoja perenne de 4 6 5 metros de altura, pudiendo
llegar hasta los 7 metros sobre todo si hay tierra substanciosa y agua abundante. Las
ramas son grisdceas; las ramillas abundantemente foliosas, pardo-rojizas, muchas veces
piloso-glandulosas. Las hojas son coridceas con el borde levemente dentado o aserrado,
de un verde brillante por el haz, sin brillo por el envés, con peciolo corto de hasta 7-8
mm, pudiendo llegar hasta 15 mm. Las flores son blanquecinas, tirando a verdoso o un
poco sonrosado, pentdmeras, colgantes, como pequefias campanillas, formando grupos.
Dentro de la corola se hallan diez estambres, con filamentos pilosos, ensanchados en su
base, con anteras apendiculadas, rojizas y con dos cuernecitos en cada una. El fruto
(madrofio) es una baya, globoso, tuberculado, con 5 16culos polispermos, de 7 a 10 mm,
pudiendo llegar a los 20 mm, que permanece largo tiempo en el arbol, de color rojo en la

madurez, cubierto de pequefias veruguitas o puas, con la carne amarillenta (figura 1 y

11
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figura 2). Las semillas son pequefias, pardas y angulosas (Flora iberica 4, 1993; Font

Quer, 1995; Tardio y col., 2002).

Florece a finales de verano principio de otofio y fructifica un afio después, cuando
la planta vuelve a florecer, por lo que en esa época conviven flores y frutos maduros

(Tardio y col., 2002).

Figura 1. Rama y fruto de Arbutus unedo L. (Fotografia: J. Tard{o)

Estos arbustos habitan en encinares o alcornocales, en sus matorrales de
sustitucidén, bosques mixtos de barrancos y desfiladeros fluviales, sin desdefar los
terrenos rocosos. Viven preferentemente sobre suelos siliceos pero pueden encontrarse
también sobre sustratos calcareos. Se distribuye por casi toda la Peninsula Ibérica y
Baleares, de preferencia en las provincias del litoral, en tierra baja y en las montafias
poco elevadas. También en la Espafia atldntica, suroeste de Francia, en algunas
localidades del oeste de Irlanda, norte de Africa (excepto Egipto y Libia), Palestina y
Macaronesia (region que comprende cinco archipiélagos del Atlantico Norte: Azores,
Canarias, Cabo Verde, Madeira e Islas Salvajes) (Flora iberica 4, 1993; Tardio y col.,
2002).

Los frutos, que se pueden consumir crudos, son muy dulces, y son mds sabrosos
los que ya pasada la madurez fermentan en superficie, con produccién de hasta 0,50% de
alcohol. Se pueden alterar facilmente por tener una consistencia muy delicada para el
transporte. Estos frutos se usan también en la elaboracion de licores, bien por destilacion
o bien por maceracion, y en la elaboracion de confituras y mermeladas, debido a su

contenido de pectinas (Font Quer, 1995; Tardio y col., 2002).
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Esta planta fue llamada a principios del siglo pasado “drbol del azicar” debido a
que en Galicia se desarrollé un método para obtener aztcar a partir de sus frutos. Por otro
lado, es una importante especie melifera; su miel caracteristica puede amargar debido a
los heter6sidos (como el unedésido) que contiene toda la planta. En la provincia de
Cérdoba se usan los tallos (mejor cuanto mds viejos) en cocimiento, para darle color y
algo de sabor al licor casero que elaboran denominado resoli, arresoli y resoli (Tardio y
col., 2002). Ademas los tallos y hojas de esta especie se usan para sazonar las aceitunas,

junto a Pistacia lentiscus y Ceratonia silicua (Tardio y col., 2006).

En fitoterapia sus hojas, su corteza y raiz, son muy apreciadas por las propiedades
astringentes (debidas a la presencia de taninos) para preparar infusiones o decocciones.
También se utilizan para mitigar la inflamacién de la vejiga urinaria, como antiséptica
del aparato urinario, contra los coélicos nefriticos, la incontinencia urinaria, como
diurética e hipotensora, como anticatarral y contra la ronquera, como desinfectante de
heridas y contra el eczema, para el tratamiento de patologias cardiovasculares como la
aterosclerosis y la trombosis (Gonzdlez-Tejero, 1990; Font Quer, 1995; Torija Isasa y
col., 1999; Tardio y col., 2002; Ziyyat y col., 2002). Sus frutos también han mostrado
actividad antimicrobiana (Kiv¢ak y col., 2001)

Otros usos incluyen, la utilizaciéon de la madera, que es pesada, homogénea, dura
y fécil de trabajar, por lo que es muy apreciada en ebanisteria y marqueteria, para la
elaboracién de utensilios de cocina, bolillos para encaje y para fabricar figurillas (Torija
Isasa y col., 1999; Tardio y col., 2002). Ademads, el madrofio, es muy estimado y
empleado como édrbol ornamental en la ciudad de Madrid (de cuyo escudo forma parte),

plantdndose actualmente de forma abundante, aunque son escasos en estado silvestre.
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Figura 2. Arbutus unedo L. a) rama florida y fructificada; b) flor; c) seccién longitudinal de una
flor; d) gineceo; e) estambre; f) seccion transversal del fruto maduro (Flora iberica 4, 1993)

2.2. Crataegus monogyna Jacq. (majuelo o espino blanco)

Es un arbusto o arbolillo que pertenece a la familia de las Rosédceas, la cual abarca

unas dos mil especies de muy variado aspecto (Font Quer, 1995).

En general su altura no suele pasar los 2 metros, aunque puede llegar a los 5
metros, en parte gracias al manejo que hace de €l el hombre, raras veces por si mismo. Es
espinoso, tiene ramitas aguzadas y convertidas en espinas (figura 3 y figura 4). Es una
planta muy variable, especialmente por lo que hace al tamafo, forma e indumento de las
hojas. Estas son caducas, de hasta 3 cm, divididas arriba en tres, cinco o siete gajos
profundos, atenuadas o cuneadas, con peciolo glabro o viloso, pecioladas, raramente
redondeadas en la base, a veces coridceas, de glabras a densamente vilosas por el haz y
por el envés. Sus flores se disponen en forma de corimbo, formando ramilletes en grupos
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de 4 a 11, llegando todas a la misma altura, sostenidas por cabillos desiguales, que
arrancan de diversos niveles. Tienen 5 pétalos de 4 a 7 mm, blancos, muy rara vez rojos,
de olor agradable, que se caen pronto al cortarlas. Tienen numerosos estambres, de 15 a
20, con antera rosado-purpurea, y un solo estilo, muy raramente y solo en alguna flor
hasta 3. El fruto es un pomo, subgloboso o cilindrico, coronado por el ciliz o lo que
queda de él, de color rojo, de 1 cm aproximadamente (figura 3 y figura 4), con un solo
hueso en el interior que contiene en general una semilla (Font Quer, 1995; Flora iberica

6, 1998; Tardio y col., 2002).

El majuelo florece en abril y mayo, y a veces hasta junio en las montafias. Las
flores se recolectan en primavera, cuando estdn a punto de abrirse. Los frutos maduran en
otoflo, en septiembre y octubre, que es cuando se recolectan (Font Quer, 1995; Tardio y

col., 2002).

Figura 3. Rama y fruto de Crataegus monogyna Jacq. (Fotografia: J. Tardio)

Esta especie es la mds frecuente de los espinos peninsulares de este género,
siendo en la mayoria de las regiones el tnico que existe. Muy frecuentemente ha sido
confundido con Crataegus oxycantha, que se distingue por tener sus hojas menos
divididas profundamente, con 2 o 3 estilos, y varios huesecillos en el fruto, en lugar de

sé6lo uno (Font Quer, 1995).

El majuelo habita en orlas de bosques, claros, lindes, zarzales, setos, espinares, en
formaciones espinosas, en los torrentes y las laderas de las montafias y como planta
residual en los ribazos, y lo hace en cualquier tipo de sustrato. Se distribuye por toda la

Peninsula Ibérica -hacia el sur, s6lo en las montafas-, la region mediterrdnea incluyendo
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Mallorca y Menorca, por toda Europa y el oeste de Asia, norte de América, Argentina,

Nueva Zelanda (Font Quer, 1995; Flora iberica 6, 1998; Tardio y col., 2002).

Las sumidades floridas son ricas en compuestos polifendlicos (flavonoides y
leucoantocianos) y derivados triterpénicos (4cidos crataegélico, ursélico y oleandlico).
En la actualidad se usan mucho en fitoterapia, por sus propiedades sedantes y
antiespasmddicas; actian en los trastornos del ritmo cardiaco y la arterioesclerosis; son
vasodilatadoras y en consecuencia hipotensoras, por ello se usa para regular la presion

sanguinea y también para combatir la tos (Flora iberica 6, 1998; Tardio y col., 2002).

Figura 4. Arbol de Crataegus monogyna Jacq. (Fotografia: J. Tardio)

La parte comestible son las majuelas o majoletas, que se suelen comer crudos en
el campo, sin ninguna preparacion. Las flores y las hojas se pueden cocer y tomar en
infusién para calmar los nervios, conociéndose como “tila de espino” en algunos lugares
de Aragén y Extremadura, asi como para bajar la tension y tonificar el cuerpo. El uso
medicinal del majuelo estd mas extendido por el resto de Espaifia que en la Comunidad de

Madrid, aunque ha sido introducido hace algunos afos en algunos pueblos como
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Buitrago o San Martin de Valdeiglesias. Tanto los frutos como las flores de espino son
bien conocidos en la fitoterapia popular como ténico cardiaco. También se les atribuyen

propiedades laxantes (Tardio y col., 2002).

Los frutos de C. monogyna son conocidos por su uso medicinal, especialmente
contra las enfermedades cardiovasculares, y también se han utilizado en la medicina
popular como un remedio contra el estrés, nerviosismo, trastornos del suefo, dolor de
estomago y dolor de garganta. C. monogyna se combina con ginkgo (Ginkgo biloba) para
mejorar la mala memoria, mejorando el suministro de sangre al cerebro. Los frutos
también son antiespasmodicos, diuréticos, sedantes (Chang y col.,, 2002). Algunas
constituyentes como la epicatequina, hiperdsido y dcido clorogénico de las flores y de los

frutos son responsables de la captacién de radicales libres (Ozcan y col., 2005).

Uno de los usos de esta planta es ornamental, por el aroma de sus flores, cuyo
olor es agradable y se percibe a mucha distancia, en parte por pequefias cantidades de una

esencia que contienen, trimetilamina (Font Quer, 1995; Tardio y col., 2002).

2.3. Prunus spinosa L. (endrino)

Es un arbusto que pertenece a la familia de las Rosdceas. Puede lograr el
desarrollo de 2 metros de altura. Generalmente es espinoso, ramoso y caducifolio. La
corteza de las ramas es pardo-grisdcea (figura 5). Las ramillas laterales son grises y
pubescentes en su juventud para luego pasar a pardo-oscuras y glabras, rematadas en una
espina rigida. La tez de sus ramas viejas es de color grisiceo mds o menos oscura. Las
hojas son de 1,5 a 3,5 mm, caducas, casi elipticas, con bordes aserrados, de haz
glabrescente o pubescente, sobre todo en el nervio medio y en los margenes, con el envés
mads péalido y mds o menos pubescente, sobre todo en los nervios y hacia la base. Tienen
peciolo pubescente, de 1,5 cm de didmetro. Las flores son solitarias o en fasciculos de 2-
3, coetdneas respecto a las hojas nuevas o que las preceden. Tienen cinco pétalos de 4 a 8
mm, glabros, blancos, con unos quince estambres de cabecita amarillenta. El céliz tiene
cinco sépalos con forma aovada (figura 6). El fruto es de 10-15 mm, subgloboso u
ovoide, azul oscuro o negro violdceo, pruinoso, con mesocarpo estrecho, de sabor acido y
aspero, y con endocarpo liso o algo rugoso, aquillado (figura 5 y figura 6) (Font Quer,

1995; Flora iberica 6, 1998; Tardio y col., 2002).
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En endrino florece en marzo y abril, antes que le nazcan las hojas, pudiéndose
prolongar hasta mayo en las montafas. Las flores se recolectan en primavera. Los frutos
(endrinas) maduran en verano, recolectandose a finales de éste o al comenzar el otofo, a
ser posible después de las primeras heladas, porque asi el hielo los ha macerado y estdn

mads blandos (figura 5 y figura 6) (Font Quer, 1995; Tardio y col., 2002).

Figura 5. Rama y fruto de Prunus spinosa L. (Fotografia: J. Tardio)

Estos arbustos habitan en espinares, ribazos, setos, orlas y claros de bosque,
riberas, bordes de camino, etc., a veces en laderas pedregosas; de preferencia en sustratos
calizos, siendo mds rara en sustratos siliceos, aunque se encuentra en todo tipo de
sustrato. Se distribuye por casi toda la Peninsula Ibérica, aunque es mds frecuente en el
centro y mitad septentrional, enrareciéndose su presencia hacia el sur. También se
distribuye en las Islas Baleares aunque falta en Ibiza. Se extiende por casi toda Europa,
noroeste de Africa y suroeste de Asia, oeste de Siberia, Cducaso (Flora iberica 6, 1998;

Tardio y col., 2002).
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Figura 6. Prunus spinosa. llustracién obtenida de Jacob Sturm, Johann Georg Sturm -
Deutschlands Flora in Abbildungen (1796), www.biolib.de

Los frutos (endrinas) se comen crudos recién cogidos en el campo, aunque
algunas personas los encuentran muy 4cidos y dsperos en la boca, y por ello, son poco
agradables, sobre todo si no estdn bien maduros. También se pueden consumir en
conserva o sirven para la elaboracion de licores. En la zona de Guadalajara por ejemplo,
conservaban las endrinas en salmuera, como si fueran aceitunas, para comerlas
posteriormente. Normalmente se consumen procesados, generalmente en mermeladas o
maceradas con azicar, miel, para obtener un licor digestivo utilizado para sus
propiedades laxantes, astringentes, diuréticas y depurativas (Tardio y col., 2002; Tardio y
col.,, 2006). Algunos autores (Jabtonska-Rys$ y col., 2009) mostraron una capacidad
antioxidante moderada en frutos de P. spinosa de Polonia, que son muy populares, ya sea

crudos o procesados .
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La corteza contiene taninos y se usa como febrifuga y para la fabricacion de tinta.
Las flores son diuréticas y suavemente laxantes, por eso se utilizan en la elaboracion de
tisanas (Flora iberica 6, 1998). Los frutos también se utilizan, sobre todo en Navarra,
para preparar por maceracion una bebida alcohdlica anisada, el pacharan, que es ténico
intestinal y mds o menos astringente seglin el grado de madurez de los frutos. El
pachardn es uno de los licores mas populares en Espafia, tanto el casero como producido

comercialmente (Tardio y col., 2006).

También el endrino se usa como portainjerto de frutales de hueso, como ciruelos,

albaricoqueros o melocotoneros (Tardio y col., 2002).

2.4. Rubus ulmifolius Schott (zarzamora)

Es un arbusto sarmentoso intrincado con tallos espinosos arqueados hacia abajo
que pertenece a la familia de las Rosdceas. Las hojas son compuestas, generalmente
tienen cinco foliolos, pero también podemos encontrar hojas con tres foliolos. Son
digitadas, aserradas, pecioladas, de haz glabra, a veces pelosa (hasta 40 pelos por cm?), y
envés blanco-tomentoso, y sin pelos simples (solo en las formas de umbria y en los
hibridos es frecuente el envés heterdtrico (distintas formas), e incluso glabro en las hojas
jovenes primaverales). El peciolo tiene de 6 a 10 acileos (aguijones), que pueden variar
de rectos y patentes a falciformes pero siempre tienen pelos estrellados y la base muy
ancha. El foliolo terminal es obovado, oval u ovado cuyo tamaifio es muy variable (en
lugares muy secos y calidos el tamafio de las hojas es mucho menor). La profundidad de
la aserradura es de 1,5-2,5 mm. Las flores son de color rosado mas o menos intenso, a
veces blancas, en racimos. Los sépalos son blanco-tomentosos, inermes (sin espinas). Las
anteras son de ordinario glabras, pero también pueden ser pelosas y el carpelo es peloso.
El fruto es una pluridrupa, conocida como mora de zarza o zarzamora, formado por
granitos, rojizos o negros, con jugos azucarados y con una Unica semilla cada uno (figura

7y figura 8) (Flora iberica 6, 1998; Tardio y col., 2002).

Florece desde finales de mayo hasta el mes de agosto, en primavera y verano. La
parte aprovechable son los brotes tiernos que se recolectan en primavera, y los frutos que

maduran en verano, y se recolectan en verano y otofio (Tardio y col., 2002).
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Figura 7. Fruto de Rubus ulmifolius Schott (Fotografia: J. Tard{o)

Las zarzas habitan en claros y orlas de bosque (pinares, encinares, robledales,
hayedos, etc.), bordes de camino, de arroyo, barrancos, linderos, etc. En general, en suelo
mas o menos himedo, tanto siliceo como calizo, preferentemente en zonas mds o0 menos
calidas y secas, a no demasiada altitud, en general a menos de 1500 metros de altitud. Es
desplazada por otras especies conforme aumentan la altitud y la humedad y disminuye la
temperatura. Se distribuye por toda la Peninsula Ibérica y Baleares, escasea o falta en las
regiones mas secas del interior y del sureste. También habita en Italia, el noroeste de
Africa y Macaronesia (Azores, Canarias y Madeira), y estd siendo introducida en el norte
y sur de América, Sudafrica y Australia (Flora iberica 6, 1998; Gonzalez-Barroso, 2000;

Tardio y col., 2002).

Es una especie extremadamente poliforma de la que se han descrito numerosos
taxones que se diferencian por la forma del foliolo terminal, por el color de los pétalos,
por la presencia o no, de pelos simples en el eje floral, etc. Algunos autores enumeran
hasta 102 taxones incluidos en esta especie, sin contar las formas hibridas. Dicha
variabilidad puede ser debida a las condiciones ambientales y a la capacidad de esta
especie de generar hibridos poco estables. Se han descrito numerosas sinonimias, entre

ellas R. fruticosus (Flora iberica 6, 1998).

Los brotes tiernos se cortan a unos 15-20 cm del extremo, desde donde esta tierno
y se puede cortar bien; se pelan, y se suelen tomar crudos en el campo, pero tienen un
sabor un poco 4cido y, a veces, algo amargo, por ello, segiin algunas personas se comen
cocidos al igual que los otros esparragos, en tortilla o con un huevo escalfado. De sus
semillas se puede extraer un aceite rico en dcidos grasos linoleico y oleico cuya

composicion ha sido estudiada por Masson (2012). Las semillas Estos frutos tienen como
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caracteristica principal su especial fragilidad y cardcter perecedero durante su
recoleccién, manipulaciéon y conservaciéon en fresco (Coque y col., 1993). Las
zarzamoras se comen como fruta silvestre, bien solas, con vino y azicar, o s6lo con
azucar. En algunos lugares, también se emplean para hacer mermelada (Tardio y col.,

2002).

La presencia de compuestos bioactivos, como los compuestos fendlicos en las
frutas de bayas silvestres, puede estar relacionada con sus actividades bioldgicas
(Puupponen-Pimii y col., 2005; Guerrero y col., 2010). Aunque esta fruta silvestre es de
consumo popular en los lugares de origen, hoy en dia, se estd ampliando las zonas
geograficas de consumo y se estd diversificando su utilizacién, como fruto fresco y
derivados, debido a sus multiples aplicaciones en la industria alimentaria y pastelera,
para la obtencién de jarabes concentrados, congelados, conservas, esencias, confituras,
salsas, compotas, mermeladas, gelatinas, néctares, licores, como base para producir

vinos, brandy y otros (Roger, 1995).

Chessi (1994) indica que la zarzamora combate el dolor de garganta y la diarrea,
mientras que Roger (1995) habla también de la utilidad de esta planta frente a la
gastroenteritis, colitis, estados febriles, heridas y ulceras de la piel, siendo su frutos

astringentes, depurativos y tonicos (Schnitzer, 1986).

Figura 8. Rama de Rubus ulmifolius Schott (Fotografia: J. Tardio)
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3. Interés nutricional de los frutos comestibles

En la composicion quimica general de las frutas, cabe destacar su elevado
contenido acuoso y su casi inapreciable contenido graso, asi como el hecho de ser buenas
fuentes de vitaminas y elementos minerales. Su contenido de proteinas es bajo y dentro
de su fraccién hidrocarbonada hay que sefialar el aporte de fibra alimentaria. Todo ello
hace que su consumo sea imprescindible para conseguir una alimentaciéon sana y

equilibrada.

El agua es el componente mayoritario de las frutas frescas y su contenido
depende de la disponibilidad de la misma por parte del tejido vegetal en el momento de
efectuarse la recoleccion, de modo, que su contenido acuoso puede verse afectado por las
oscilaciones diarias de temperatura, condiciones del suelo, etc. En cualquier caso se trata
de contenidos elevados, que oscilan entre el 50% y 90% del peso total del fruto, lo que
dificulta la conservaciéon de estos alimentos durante un largo tiempo, haciéndolos un

sustrato susceptible de contaminacién fingica.

Hidratos de carbono

Los carbohidratos constituyen mas del 90% de la materia seca de los vegetales,
siendo el grupo de componentes mayoritario de los frutos. Poseen muchas estructuras
moleculares diferentes, tamanos y formas, y exhiben una gran variedad de propiedades
fisicas y quimicas. Por otra parte, son susceptibles de modificaciones quimicas y

bioquimicas de gran interés para mejorar sus propiedades y para ampliar su uso.

En las frutas, esta fraccion estd formada por almidén, azicares libres y fibra
alimentaria. Nutricionalmente se pueden clasificar en disponibles (almidén y azicares,
que proporcionan energia para el funcionamiento del organismo) y no disponibles (fibra

alimentaria).

Los carbohidratos disponibles mds importantes de las frutas son los azicares
libres, alrededor de 12,4 g/100 g en la pifia, 15,2 g/100 g en la uva, 20 g/100 g en el
platano. Estos contenidos incluyen fructosa, glucosa y sacarosa, mas abundantes que en
las hortalizas, y cuyo contenido aumenta con la maduracién de los frutos (Lunn y

Buttriss, 2007).

Segin Requejo y Ortega (2000), el 50-60% de la energia obtenida a partir de la

ingesta de alimentos deberia provenir de los hidratos de carbono, y de ellos, menos del
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10% deberia corresponder a los hidratos de carbono sencillos (mono y disacaridos). Por
otro lado, las ingestas recomendadas 6 Recommended Dietary Allowances (RDAs),
publicadas por el Food and Nutrition Board (FNB) del Institute of Medicine (The
National Academies, EE.UU.) establece 130 g de carbohidratos al dia como nivel de

ingesta adecuada para adultos.

El Reglamento (UE) N° 1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo de 25
de octubre de 2011 sobre la informacién alimentaria facilitada al consumidor indica los
valores de referencia que deben emplearse en el etiquetado nutricional estableciendo

como ingesta de referencia de hidratos de carbono para una dieta de adultos de 8400 KJ

(2000 Kcal) de 260 g al dia.

Respecto a los carbohidratos no disponibles, es importante destacar la presencia
de fibra. El concepto de fibra alimentaria ha cambiado considerablemente en los dltimos
afios. El término fibra alimentaria fue definido originariamente desde un punto de vista
fisiologico-botanico por Hipsley en 1953 como el material no digerible, proveniente de
las paredes celulares de los vegetales empleados como alimentos, que alcanza el colon
con su estructura intacta constituyendo la mayor parte de las heces (Gray, 2006). No fue
hasta 1972 en que diferentes investigadores enriquecieron esta definicidon con aspectos
relacionados con la salud (Burkitt y col.,, 1972; Trowell, 1972). Asi Trowell (1976)
definié la fibra alimentaria como la suma de los polisacaridos y la lignina de los
alimentos que son resistentes a la hidrélisis por las enzimas digestivas del hombre
(Englyst y Cummings, 1986). Sin embargo, y partir de entonces, esta definicion ha
sufrido modificaciones debido a los diferentes enfoques y hallazgos de los efectos

relacionados con la salud (De Vries, 2004; Lunn y Buttriss, 2007).

Buscando una definiciéon mads fisiologica la American Association of Cereal
Chemists (AACC, 2001), define la fibra como “la parte comestible de los alimentos de
procedencia vegetal o los hidratos de carbono andlogos que son resistentes a la digestion
y la absorcion en el intestino delgado humano, con fermentacion completa o parcial en el
intestino grueso y capaz de promover efectos beneficiosos. Quimicamente, la fibra
dietética incluye polisacdridos, oligosacdridos, lignina y sustancias asociadas de las
plantas. Fisiologicamente, la fibra dietética promueve efectos beneficiosos como el
efecto laxante y/o la disminucién de los niveles de colesterol y de glucosa de la sangre”.
El Real Decreto 1669/2009, de 6 de noviembre, por el que se modifica la norma de

etiquetado sobre propiedades nutritivas de los productos alimenticios, y el Reglamento
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(UE) N° 1169/2011 define la fibra alimentaria como “los polimeros de hidratos de
carbono comestibles con tres o mds unidades monoméricas, que no son digeridos ni
absorbidos en el intestino delgado humano; pueden estar presentes de modo natural en
los alimentos tal como se consumen, o que se hayan obtenido a partir de materia prima
alimenticia por medios fisicos, enzimdticos o quimicos y que tienen un efecto fisioldgico
beneficioso demostrado mediante pruebas cientificas generalmente aceptadas, o
sintéticos, siempre y cuando se demuestre que tienen un efecto fisiolégico beneficioso”.
Esta definicion de fibra alimentaria ha tenido en cuenta el trabajo del Codex Alimentarius
y la declaracién relativa a la fibra alimentaria que realiz6 el 6 de julio de 2007 la
Comision técnica cientifica de productos dietéticos, nutricion y alergias (Comision NDA)

de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA).

Dentro de este conjunto heterogéneo de moléculas, que conforman la fibra

alimentaria, nos encontramos con las siguientes fracciones (Gray, 2006):
-Polisacaridos no almidén

-Celulosa: polisacarido lineal no ramificado formado por unidades de
glucosa unidas por enlaces glucosidicos B-D-(1—4), cuya funcién en los
frutos es fundamentalmente estructural ademas de ser el mayoritario de la

pared celular.

-Hemicelulosa: heteropolisacaridos con estructuras complejas que pueden
contener glucosa, xilosa, monosa, galactosa, arabinosa, fucosa, acido
glucorénico y acido galacturénico, en funcion de las distintas fuentes. Son
el segundo grupo de biopolimeros mds abundante en el reino vegetal,

después de la celulosa.

-Polisacédridos pécticos: polimeros complejos del &cido o-(1—4)-D-
galacturénico (poliurénidos), unidos mediante enlace o-(1—4), con un
grupo carboxilico parcialmente metilado, y con posibles ramificaciones de

galactosa, arabinosa y fucosa.

-Gomas o mucilagos: polisacaridos no almidén, pero a diferencia de la
celulosa, hemicelulosa y sustancias pécticas, son polimeros no
estructurales que estdn presentes en los alimentos vegetales, que no se

disponen en la pared celular si no en el citoplasma celular.
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-Oligosacaridos resistentes: no son digeribles por parte de las enzimas

enddgenas que hay en el tracto digestivo humano.

-Carbohidratos analogos: a este grupo pertenecen sustancias como almidén
resistente a hidrdlisis por amilasa, dextrinas indigeribles, carbohidratos sintéticos,

etc.

-Lignina: No es un polisacdrido, sino un polimero complejo formado por
unidades de fenilpropano como los alcoholes coniferilico, p-cumarilico y

sinapilico.

-Otras sustancias asociadas: glicoproteinas, ceras, cutina, suberina Yy

compuestos fendlicos.

Los polisacaridos que constituyen la fibra alimentaria tienen gran importancia,
tanto desde el punto de vista organoléptico (por contribuir a dar textura a los alimentos),
como nutricional. Su ingesta en cantidades adecuadas produce efectos muy beneficiosos
sobre el tracto digestivo, en la regulacion del transito intestinal y como preventivo del
cancer de colon. Ademds, la fibra soluble (sutancias pécticas principalmente) influye
sobre la lipidemia y la aterosclerosis en el hombre y animales y su presencia se ha
asociado con una disminucion del colesterol plasmatico. También se ha visto que pueden
contribuir a la prevencion de trastornos intestinales como estrefiimiento, diverticulitis y

canceres intestinales (Martinez y col., 1993; Flamm y col., 2001; Gray, 2006).

En el Real Decreto 1669/2009 y en el Reglamento (UE) N° 1169/2011 se
especifica el valor energético medio para la fibra alimentaria en 8 KJ/g (2 Kcal/g). En
dicho Real Decreto se hace alusion al informe de un taller técnico de la FAO titulado
“Energia de los alimentos, métodos de andlisis y factores de conversion” en el cual se
indica que se considera fermentable el 70 por ciento de la fibra alimentaria de los
alimentos tradicionales. A partir de dicha fermentacién se pueden obtener algunas
moléculas (como algunos 4cidos) aprovechables como fuentes energéticas por algunas

células del organismo.

Existen diferencias considerables entre las recomendaciones para el consumo de
fibra dietética en todo el mundo. Hay una escasez de datos sobre los efectos de la fibra
dietética en los nifios y s6lo unos pocos paises han establecido recomendaciones de

ingesta en la infancia. Con la excepcion del Reino Unido, Paises Bajos y los EE.UU., la
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mayoria de los paises no han hecho recomendaciones sobre la ingesta de fibra en la dieta

durante la infancia (Gray, 2006).

El consumo medio del total de fibra dietética entre los paises, es de 12 a 29 g por
dia (Gray, 2006). Las diferencias en estos valores pueden ser debidas a las diferentes
formas en las que se obtiene la ingesta diaria de referencia, a los diferentes métodos
analiticos utilizados y a la distinta utilizaciéon del concepto de fibra dietética en los

diferentes paises.

Pese a la gran evidencia de los beneficios de la fibra para nuestro cuerpo, la
poblacioén espafiola tiene déficit de fibra, siendo el consumo maés alto en las comunidades
del norte de Espafia, en comparacién con las del sur, el este y las Islas Baleares. Esta
tendencia normalmente comienza en la infancia y contintia durante la vida adulta. En
Espaia, la ingesta media de fibra segun el estudio EnKid es de 18,5 g/dia y 7,8 g/1.000
Kcal en hombres de 18 a 24 afios, y de 15,5 g/dia y 8,3 g/1.000 Kcal en mujeres de la
misma edad. La mayor parte procede de cereales (43%), verduras y hortalizas (33%),
frutas frescas (19%), legumbres (4%) y frutos secos (1%). Desde 1964, cuando la ingesta
era muy satisfactoria (27,5 g/dia), estos valores han ido disminuyendo lenta y
progresivamente. Datos recientes de consumo de fibra en nuestro pais muestran una
ingesta muy inferior a la recomendada, en el afio 2009 era de 19,2 g/dia (Ruiz-Roso y

Pérez-Olleros, 2010).

La EFSA estableci6 en el afio 2010 valores dietéticos de referencia para el
consumo de nutrientes. En relacion a la fibra establecié que un consumo diario de 25 g es
adecuado en adultos (mayores de 18 afios). Ruiz-Roso, (2012) establece que el papel de
la fibra dietética en la funcidén intestinal es el criterio que se ha utilizado para establecer
las recomendaciones. Se ha considerado que una ingesta de 25-30 g/dia de fibra (10-14
g/1.000 Kcal) de diferentes fuentes es la cantidad necesaria para una funcién intestinal
adecuada en adultos, asocidndose con un peso de heces de >150 g/dia (70% de
humedad), un tiempo de trdnsito de dos a tres dias y una frecuencia de defecacién de una

vez al dia.

Segin el FNB, las RDAs de fibra en EE.UU. son de 38 g/dia para hombres y 25
g/dia para mujeres de 19 a 50 afos (Trumbo y col., 2002).

Las frutas presentan niveles de fibra que oscilan entre 1,6 g/100 g (naranja y
pomelo), 2,02 g/100 g (manzana), 2,12 g/100 g (kiwi), 4,68 g/100 g (frambuesa), 4,9

g/100 g (ardndano), 6,78 g/100 g (grosella negra) y 23,7 g/100 g los frutos de Rosa
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canina L., por lo que en muchos casos podrian ser consideradas como buenas fuentes de

fibra en la dieta (Souci y col., 2008).

Proteinas

Los aminodacidos, péptidos y proteinas son componentes importantes de los
alimentos. Constituyen el principal componente estructural de las células y tejidos del
organismo y son indispensables para su adecuado funcionamiento. La diversidad
funcional de las proteinas se debe fundamentalmente a su composicién quimica, siendo
polimeros muy complejos formados por hasta 20 aminodcidos distintos. Nueve de ellos
deben aportarse por la dieta (no pueden ser sintetizados por el ser humano) y son
llamados esenciales. Por un lado, proporcionan los elementos necesarios para la sintesis
proteica. Por otro, los aminodcidos y péptidos contribuyen directamente al sabor de los
alimentos y son precursores de los componentes aromaticos y las sustancias coloreadas
que se forman mediante reacciones térmicas y/o enzimdticas que ocurren durante la
obtencidn, preparacién y almacenamiento de los mismos. Las propiedades funcionales de
las proteinas (capacidad para formar o estabilizar geles, espumas, masas, emulsiones y
estructuras fibrilares) en los alimentos estdn relacionadas con sus caracteristicas

estructurales y fisico-quimicas (Belitz y Grosch, 1997; Aranda y Aparicio, 2013).

La cantidad de proteina de las frutas es baja, oscilan entre 0,34 g/100 g
(manzana), 0,6 g/100 g (pomelo), 0,68 g/100 g (uva), 0,9 g/100 g (guinda y cereza
dulce), 1,13 g/100 g (grosella roja) y 1,30 g/100 g (frambuesa) (Souci y col., 2008). La
mayor parte de ellas desempefan papeles funcionales y no de reserva como ocurre en los

cereales y los frutos secos; ademds muchas son enzimas (Wills y col., 1999).

El Reglamento (UE) N° 1169/2011 indica como ingesta de referencia de proteinas
para una dieta de adultos de 8400 KJ (2000 Kcal) de 50 g/dia. Ademads indica que el
valor energético medio para las proteinas es de 17 Kl/g (4 Kcal/g), que puede ser
utilizado en ciertas circunstancias fisioldgicas (alto desgaste energético) o patolégicas

(desnutricion) (Trumbo y col., 2002; Olveira y Gonzalo, 2007).

Grasa

Los lipidos constituyen un grupo diverso de compuestos, generalmente solubles
en disolventes orgdnicos pero con escasa solubilidad en agua. Son los componentes
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principales del tejido adiposo y, junto con los carbohidratos y proteinas, constituyen los
principales componentes estructurales de las células vivas, formados en su mayoria por
ésteres de glicerol y acidos grasos. Los lipidos de los alimentos suelen designarse como
grasas o aceites, en funcién de su estado fisico, sélido o liquido a temperatura ambiente,

aunque ambos términos son frecuentemente intercambiables.

Los lipidos de los alimentos exhiben propiedades fisicas y quimicas singulares.
Su composicién, estructura cristalina, sus propiedades de fusién y su capacidad de
asociacion con el agua y otras moléculas no lipidicas ofrecen especial importancia en
relacion con sus propiedades funcionales en numerosos alimentos. Durante el procesado,
el almacenamiento y la manipulaciéon de los alimentos, los lipidos sufren complejos
cambios quimicos y reaccionan con otros constituyentes, produciendo numerosos
compuestos unos favorables y otros desfavorables para la calidad del alimento. Los
lipidos de la dieta juegan un papel importante en la nutricién. Suministran calorias y
acidos grasos esenciales, vehiculan vitaminas y mejoran la sensacién bucal de los
alimentos, pero durante décadas han venido siendo objeto de controversia con respecto a
su toxicidad, su contribucién a la obesidad y al riesgo de sufrir ciertas enfermedades

(Nawar, 2000).

Segin el Reglamento (UE) N° 1169/2011 las grasas son una fuente concentrada
de energia, algo més de dos veces superior al de las proteinas y carbohidratos, 37 KJ/g (9
Kcal/g). Ademds, ese mismo Reglamento (UE) N° 1169/2011 indica como ingesta de
referencia de grasa total para adultos de 8400 KJ (2000 Kcal), 70 g/dia, de los cuales los

acidos grasos saturados deberian ser como miximo de 20 g/dia.

Una dieta sin exceso de grasa y con predominio de las grasas de origen vegetal se
considera un factor positivo en la lucha contra las enfermedades coronarias; siendo ésta
es una de las razones por las que se recomienda incluir las frutas y hortalizas en la dieta

(Wills y col., 1999).

De acuerdo con estas menciones, la mayoria de las frutas podrian utilizar la
denominacién bajo contenido de grasa y sin grasa puesto que muchas no superan los 3 g
por 100 g del alimento y en algunos casos no superan el 0,5 g de grasa por 100 g (Souci y
col., 2008). También hay que tener en cuenta que las semillas tienen un mayor contenido
de grasa que los frutos, por los lipidos que se acumulan en el embrién. Por ello, el
contenido graso de los frutos que contienen pequenas semillas comestibles, puede ser

mas elevado.
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En algunos frutos encontramos valores que oscilan entre 0,18 g/100 g (platano),
0,2 g/100 g (naranja), 0,28 g/100 g (uva), 0,30 g/100 g (frambuesa), 0,4 g/100 g (fresa),
0,58 g/100 g (manzana) y 1 g/100 g (zarzamora) (Souci y col., 2008).

Elementos minerales

Los minerales son micronutrientes (se necesitan en bajas cantidades) que
desempefian funciones estructurales y/o metabdlicas esenciales y especificas. La dieta
debe aportarlos en cantidades suficientes, pero no excesivas, para cubrir sus
requerimientos y en forma disponible para que las necesidades puedan ser satisfechas; es
decir, en una forma utilizable y acompafiados de otros componentes que permitan su
absorcidn y correcta metabolizacién y funcion. Por otra parte, deben evitarse cantidades
excesivas, superiores a los limites tolerables, porque los mecanismos fisiol6gicos para
eliminarlos son limitados y ademds pueden interferir entre si, por lo que es importante

mantener un equilibrio entre la ingesta de minerales en la dieta.

Los elementos quimicos principales o macroelementos que se llaman asi por estar
en mayor concentracion en los alimentos (con respecto a otros minerales) incluyen el
calcio, el magnesio, el sodio y el potasio. Los elementos quimicos traza o
microelementos que se llaman asi por estar en menor concentracién en los alimentos, e
incluyen el hierro, cobre, manganeso y zinc. Estos elementos minerales mayores y
elementos traza estdn involucrados en diversos procesos fisioldgicos y bioquimicos que
son importantes en los seres humanos al afectar el agua y el equilibrio electrolitico,
catélisis metabdlicas, la unién del oxigeno, y funciones de las hormonas y son factores

importantes para la formacién de hueso y la membrana (Nile y Park, 2014).

Los requerimientos humanos de minerales esenciales oscilan entre unos pocos
microgramos diarios y 1 g/dia, segin las RDAs. Si la ingesta es baja durante un cierto
tiempo, aparecerian los signos de carencia e inversamente, si la ingesta es demasiado
elevada puede producirse toxicidad. Asi, la falta de calcio en la dieta esta directamente
relacionada con la aparicion de osteoporosis; el magnesio es un micronutriente
antioxidante necesario para la actividad de la enzima superoxidodismutasa; el hierro
previene anemias causadas por malnutricién y mala absorcién del mismo; y el zinc como
estimulador de la respuesta inmune. Afortunadamente, en la mayoria de los minerales, el
intervalo de ingesta segura es bastante amplio, de manera que tanto las carencias como la

toxicidad son relativamente raras, suponiendo que se consuma una dieta variada.
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Las frutas aportan minerales que son importantes para la salud, en especial el
calcio, magnesio y hierro. Ademads, algunos elementos minerales que forman parte de las
frutas, tales como el hierro, cobre, zinc y selenio funcionan como cofactores enzimaticos
(Clark y col., 1996; Lampe 1999; Martinez y col., 2001%). Hay que tener en cuenta que la
absorcion de estos minerales estd influida por diversas sustancias orgdnicas. La absorcion
del calcio se ve favorecida por la vitamina D, y la del hierro por la vitamina C, aunque
también hay que tener en cuenta que estos contenidos de minerales no se corresponden a
las cantidades que posteriormente serdn absorbidas en el tracto digestivo humano, ya que
la presencia de fitatos, oxalatos, asi como la fraccion de fibra alimentaria presentes en

algunos frutos y hortalizas puede reducir su absorcion (Claye y col., 1998).

La cantidad de elementos minerales en las frutas silvestres comestibles es muy
variable, ya que depende de numerosos factores, como pueden ser la especie, tipo de
suelo, forma de cultivo, condiciones climatolégicas, etc. Muchos frutos son ricos en
potasio, calcio, magnesio, fésforo, aluminio, hierro, cobre, manganeso. De los elementos
minerales, hay que destacar, tanto en los frutos silvestres como en los convencionales, el
alto contenido de potasio que suele ser mas elevado que el de sodio, y el contenido de
calcio, mayor que el de magnesio, aunque estos dos ultimos, en algunos casos, se
encuentran en proporcion similar como es el caso de la pifia o la manzana (Souci y col.,
2008). Del contenido de microelementos en los frutos silvestres y convencionales, en
general, el mas abundante es el hierro, aunque en algunos casos, como en la zarzamora y

ardndano, se ve superado por el manganeso (Souci y col., 2008; DTU Food, 2009).

Vitaminas

El término vitaminas engloba una serie de compuestos organicos responsables de
diversas actividades bioldgicas en el organismo. El organismo humano no las sintetiza (o
lo hace en cantidades insuficientes) y por lo tanto, depende de la alimentacién para
obtenerlas. En pequefias cantidades, actian en las células como cofactores enzimaticos, o
como coenzimas, donde son necesarias para desarrollar la funcién catalitica
correspondiente. Por esta via, los sistemas enzimdticos desarrollan las reacciones

metabolicas especificas, necesarias para el funcionamiento normal.

Tradicionalmente, las vitaminas se clasifican, atendiendo a su solubilidad, en
liposolubles (vitaminas A, D, E, K) e hidrosolubles (vitamina C y vitaminas del grupo B

(B1, B, niacina, dcido pantoténico, biotina, Bg, B, y f6lico)). Las vitaminas, junto con
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algunos minerales, son micronutrientes y se caracterizan por las pequefias cantidades en
que se encuentran en la dieta, pero que sin embargo, son clave para un &ptimo
metabolismo de los macronutrientes, y por el papel interdependiente que muchos de ellos
presentan en el metabolismo y funciones del organismo. El consumo deficiente, que
conduce en su forma ligera a hipovitaminosis y en su forma grave a avitaminosis, puede
deberse a un aporte deficiente en los alimentos o también a una alteracién de la

absorcion, a situaciones de estrés o enfermedad.

Las frutas contienen una gran cantidad de vitaminas A, C y E, y vitaminas del
complejo B. Estas vitaminas ayudan a potenciar el sistema inmunoldgico y reducir la
inflamacion. También se consideran antioxidantes, que ayudan a combatir los efectos del
estrés oxidativo que conducen a las enfermedades crénicas tales como enfermedad

cardiaca, diabetes y ciertos canceres (Olmedilla y Granado, 2013).

La vitamina C es probablemente la vitamina mds abundante en las frutas frescas.
Se trata de una vitamina hidrosoluble que no se almacena en el cuerpo durante un largo
periodo de tiempo, sino que se elimina en pequefias cantidades a través de la orina. Por
ello, es importante ingerirla diariamente puesto que es mas facil que se agoten sus
reservas. La vitamina C representa un sistema redox en los alimentos que consiste en 2
isomeros: el acido ascorbico (AA) en el estado reducido y el dcido dehidroascérbico
(ADHA) en el estado oxidado (figura 9). Ambas formas son interconvertibles entre si,
siendo la forma reducida la que se presenta principalmente en las frutas y hortalizas. El
ADHA puede hidrolizarse irreversiblemente a dcido diceto-2,3-gulénico, sin actividad
vitaminica (Gregory, 2000; Nyyssonen, 2000). El1 AA es muy sensible a la oxidacion
debido a su agrupamiento enodiol, especialmente cuando la reaccion estd catalizada por
iones metalicos, como Cu®? y Fe". El calor, la luz, asi como otros factores (pH alcalino,
concentracion de oxigeno y actividad del agua) influyen poderosamente en la velocidad

de reaccidn, acelerando el proceso.

OH OH OH OH
Yo th—bu, o, = bu,
HO2 5 4 o
T k
2 1 oL
OH 0 o
Acido ascérbico Acido dehidroascérbico
(AA) (ADHA)

Figura 9. Estructuras quimicas de la vitamina
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El AA es altamente biodisponible y un importante antioxidante hidrosoluble, que
evita la alteracion de estructuras celulares. Ademas, estimula la funcién inmune, ya que
es transportada en los linfocitos y neutréfilos y aumenta la actividad de enzimas
detoxificadoras de hepatocitos (Halliwell, 2001; Martinez y col., 2001*; Martinez y col.,
2001b; Schlueter y Johnston, 2010). El consumo elevado de vitamina C se ha asociado
con una disminucién del riesgo de ciertos tipos de cédncer, particularmente de la faringe,
cavidad oral, es6fago, pulmoén y estémago (Schlueter y Johnston, 2010). Las propiedades
antioxidantes se deben s6lo a su forma reducida que puede ser destruida durante el
procesado (Khaw y col., 2001). La actividad antioxidante del acido ascérbico es superior
a la de la vitamina E y el B-caroteno, por lo que podria contribuir a la prevencién de
ciertos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares. También participa en la
formacion del coldgeno del tejido conectivo, por lo que es esencial para el correcto
desarrollo de ligamentos, tendones, piel, huesos, etc. y favorece la absorcion de hierro

(Halliwell, 2001; Blanco-Rojo, 2011; Vaquero y Navarro, 2013).

Las RDAs de vitamina C estdn en torno a 75-90 mg/dia para mujeres u hombres

adultos respectivamente (Trumbo y col., 2002).

El contenido de vitamina C en los frutos es muy variable, dependiendo de la
estacion del ano, fertilidad del suelo, del tiempo y de las condiciones en que se realiza su
almacenamiento tras su recoleccion. Las frutas son una importante fuente de AA con
contenidos de 10-200 mg/100 g, muy influenciados por varios factores, entre ellos, la
especie, la variedad, el cultivo, el clima, las condiciones meteoroldgicas, la madurez, la

region, el tiempo de almacenamiento y las condiciones (Souci y col., 2008).

Carotenoides

Los carotenoides son los pigmentos de los vegetales, que les dan colores rojo,
anaranjado o amarillo. Pueden dividirse en carotenos (a-caroteno, B-caroteno y licopeno)
que tienen estructura hidrocarbonada y en xantofilas (luteina, zeaxantina y criptoxantina)
cuya estructura contiene grupos hidroxi, metoxi, carboxi, ceto o epoxi. Tras su absorcion
y metabolizacién B-caroteno y o-caroteno, entre otros, se transforman en retinoides
(retinol, retinal y &cido retinoico), que tienen accién sobre la vision, por lo que se
conocen como carotenoides con actividad pro-vitamina A. El -caroteno posee la mayor
actividad pro-vitamina A debido a sus dos anillos B-ionona (Gross, 1991; Tur Mari,

2013), y en el organismo se puede metabolizar formando retinol. Asi, los Equivalentes de
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Actividad de Retinol (EAR) permiten estimar la actividad pro-vitamina A de los
carotenoides, mediante la equivalencia de 12 pg de B-caroteno o 24 pg de otros

carotenoides con 1 pg de retinol (Mahan y Escott-Stump, 2009).

La mayoria de los carotenoides se encuentran en la naturaleza con todos sus
dobles enlaces en configuracion trans, aunque también pueden encontrarse como
isomeros cis en pequefia cantidad. En las plantas superiores, los carotenoides de los
cloroplastos estdn a menudo enmascarados por los pigmentos de clorofila mas
dominantes. En el otofio, cuando los cloroplastos se descomponen durante la senescencia
de las plantas, se hace evidente el color amarillo-naranja de los carotenoides. Desde hace
varias décadas se sabe que los carotenoides juegan funciones importantes en la
fotosintesis y fotoproteccion de los tejidos vegetales. El papel fotoprotector de los
carotenoides se debe a su capacidad para fijar e inactivar las especies reactivas del

oxigeno formadas por exposicion a la luz y al aire (Gross, 1991).

Se estima que los carotenoides pro-vitamina A presentes en frutas y hortalizas
proporcionan el 30-100% de las necesidades de vitamina A de las poblaciones humanas.
El carotenoide hallado més frecuentemente en los tejidos vegetales es el -caroteno, que
a bajas dosis y combinado con vitaminas C y E, ha mostrado una cierta proteccion frente
a procesos neopldsicos en fumadores (Tur Mari, 2013). Este carotenoide también se
utiliza como colorante de los alimentos. Tanto las formas naturales como las sintéticas se

pueden afiadir a los productos alimenticios como aditivo alimentario.

Son muchos los factores que influyen en el contenido de carotenoides de las
plantas. En algunas frutas, la maduracion puede ocasionar cambios drasticos de los
carotenoides. La luz estimula la biosintesis de carotenoides, por lo que el aumento a la
exposicion solar aumenta su concentracién. Otros factores que alteran la presencia y

cantidad de carotenoides son el clima y las condiciones de cultivo (Goodwin, 1971).

En cuanto a las recomendaciones, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
actualmente recomienda de 4-6 mg/dia de B-caroteno (Williamson, 1996), mientras que
el FNB recomienda una ingesta diaria de 0,7-0,9 mg EAR/dia, para mujeres u hombres
adultos respectivamente, que pueden ser obtenidos a partir de B-caroteno, entre otros

carotenoides (Trumbo y col., 2002).
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Compuestos fenélicos

Los compuestos polifendlicos engloban a un amplio grupo de compuestos
bioactivos, producto del metabolismo secundario de las plantas (Manach y col., 2004;
Cheynier, 2012). Se caracterizan por poseer anillos aromdticos y dobles enlaces
conjugados a partir de los cuales ejercen su accion antioxidante. Estdn generalmente
involucrados en la defensa contra la radiaciéon ultravioleta o agresiéon de agentes

patégenos (Manach y col., 2004).

También pueden aparecer en formas conjugadas (glicélidos) con uno o varios
restos de azucares unidos a grupos hidroxilo o directamente al anillo aromatico, y

también pueden encontrarse asociados a otros compuestos (Manach y Donovan, 2004).

En funcién del nimero de anillos fendlicos que contienen y de los elementos
estructurales que se unen a estos anillos podemos diferenciar dos grupos principales de

polifenoles (Scalbert y Williamson, 2000):

-No flavonoides: fenoles simples, taninos hidrolizables, &4cidos benzoicos,
acetofenonas y dcidos fenilacéticos, &cidos cindamicos, cumarinas, benzofenonas,

xantonas, estilbenos, chalconas, ligninas y secoiridoides.

-Flavonoides: estin formados por dos anillos aromdticos que estdn unidos entre
si por tres dtomos de carbono que forman un anillo heterociclico oxigenado. Estos
compuestos se diferencian segin el nimero y localizacién de los grupos hidroxilos, la
acilacion y/o glucosilacién de estos grupos, el grado de insaturacién, la existencia de
esteroisdmeros, etc. A su vez estan divididos en subclases: flavonas, flavanonas,

isoflavonas, flavonoles, flavanoles (catequinas y proantocianidinas) y antocianidinas.

Otra clasificacion de los compuestos fendlicos atiende a su solubilidad y

capacidad de extraccién (Saura-Calixto y col., 2007; Arranz y col., 2010):

-Los polifenoles extractables pueden dividirse segin su estructura quimica en
moléculas simples como son los dcidos fendlicos, que a su vez pueden encontrarse libres
o esterificados, en flavonoides y en otras estructuras mas complejas que a su vez se
subdividen en proantocianidinas de bajo peso molecular (oligémeros de catequina y
epicatequina) y taninos hidrolizables. Son de peso molecular bajo o medio (de

mondmeros a decameros).

-Los polifenoles no extractables son proantocianidinas de alto peso molecular o
también llamados taninos condensados. También incluyen taninos hidrolizables, que
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pueden dividirse a su vez en galotaninos si la unidad monomérica es el acido gélico o su
dimero de condensacién, el dcido hexahidroxidifénico (dimero del 4cido gélico), y en
elagitaninos si es el acido eldgico y polifenoles hidrolizables (4cidos benzoicos y 4cidos
cindmicos) que se unen a estructuras mas complejas mediante enlaces glicosidicos. Los
polifenoles no extraibles son compuestos con un peso molecular elevado o polifenoles de
bajo peso molecular asociados a los componentes de la matriz de la fibra dietética y
compuestos indigeribles de la dieta o que permanecen en los residuos de la extraccion
empleada. También pueden quedar atrapados en la matriz del vegetal sin que puedan

acceder los disolventes.

Las principales fuentes de compuestos polifendlicos son frutas y bebidas, como el
vino y el t¢ y en menor proporciéon verduras, cereales y leguminosas. Algunos
compuestos fendlicos estdn muy extendidos, mientras que otros son especificos de ciertas
familias de plantas o se encuentran sélo en ciertos 6rganos de las mismas o en ciertas
etapas de desarrollo. La diversidad de las estructuras estd relacionada con una variedad
de propiedades, asociada a roles especificos en las plantas, y por lo tanto, su distribucion
especifica. Por ejemplo, las antocianinas son pigmentos de los 6rganos de la planta azul y
rojo y se encuentran en flores y frutas maduras y juegan un papel en la atraccion de
procesos involucrados en la polinizacion y en la difusion de la semilla. También son muy
comunes en las hojas jovenes en los que podrian ejercer un efecto disuasorio contra
insectos herbivoros. Los flavonoides protegen tejidos de las plantas contra la radiacion
ultravioleta, mientras que los taninos condensados y los taninos hidrolizables pueden
participar en defensa de las plantas contra los herbivoros, hongos vy virus,
presumiblemente, debido a sus propiedades curtientes de proteinas, y se encuentran en la

mayoria de los tejidos de las plantas antes de las fases de desarrollo (Cheynier, 2012).

En el cuadro 2 podemos destacar algunos de los compuestos fendlicos mas
importantes presentes en las frutas, y la figura 10 ilustra las estructuras quimicas de
algunas familias de compuestos fendlicos como son los dcidos fendlicos, flavonoles y

antocianidinas.
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Cuadro 2. Compuestos fendlicos en frutos y sus fuentes dietéticas (Camara y col., 2011)

Fenoles Ejemplos Fuentes dietéticas
oo L. Fresas
¢ . . Acido elagico
Acidos benzoicos . . Grosellas
Acido gélico
Granada
Acido cafeico
., . - L. Tomate
Acidos hidroxicinamicos Acido clorogénico Pifi
.. L ifla
S-sinapil-L-cisteina
. Pera
Quercetina
: Manzana
Flavonoles Rutina
c . Uva
Miricetina
Tomate
Apigenina Datiles
Flavonas pie . .
Luteolina Naranja
Eriocitrina Frutas citricas
Naringenina Limén
Flavanonas . .
Hesperidina Naranja
Narirutina Pomelo
Albaricoque
Catequi Kiwi
atequina ,
Flavanoles Enpi tq . Melocoton
icatequina
p 4 Manzana
Uvas
Frutos rojos
Antocianidi Cianidina Moras
ntocianidinas .
Delfinidina Fresas
Arandanos

Dentro de los acidos fendlicos se pueden distinguir derivados del dcido benzoico
y derivados del dcido cindmico. En general, el contenido de 4cidos hidroxibenzoicos en
las plantas comestibles es muy bajo, con la excepcidén de ciertas frutas rojas, rdbano
negro y cebollas, que pueden tener concentraciones de varias decenas de mg/Kg de peso
fresco. El d4cido gdlico, uno de los mds importantes dentro de los 4cidos
hidroxibenzoicos, es un potente antioxidante que se encuentra en las bayas, té negro y
vino tinto (Nile y Park, 2014). El 4cido eldgico (4cido digdlico) es un componente
importante de algunas frutas, especialmente frambuesas, fresas y moras, que presentan
una concentracion de este dcido dos veces mayor que en la mayoria de otras frutas
(Daniel y col., 1989; Clifford y Scalbert, 2000). Ademads, los dcidos hidroxibenzoicos son
componentes de estructuras complejas, tales como taninos hidrolizables (galotaninos en
mangos y elagitaninos de frutos rojos como las zarzamoras, las frambuesas y las fresas).

Debido a que estos dcidos hidroxibenzoicos, libres y esterificados, se encuentran en sélo
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unas pocas plantas consumidas por los seres humanos, no han sido ampliamente

estudiados.

Los 4cidos hidroxicindmicos son mas comunes que los dcidos hidroxibenzoicos y
consisten principalmente en p-cumadrico, cafeico, ferulico y dcido sindpico. Estos 4cidos
se encuentran raramente en forma libre, excepto en los alimentos procesados que han
sido sometidos a congelacion, esterilizacion o fermentacion. Las formas unidas estidn
glicosiladas y son derivados o ésteres del dacido quinico, dcido shikimico y dacido
tartarico. El 4cido cafeico y el dcido quinico se combinan para formar el dcido
clorogénico, que se encuentra en muchos tipos de frutas y en altas concentraciones en el
café. El 4cido cafeico, libre y esterificado, es generalmente el 4cido fendlico mads
abundante y representa entre el 75 y 100% del contenido total de &cidos

hidroxicindmicos de las frutas (Rice-Evans y col., 1997; Manach y col., 2004).

Las frutas que tienen mayor contenido de derivados del acido hidroxicindmico
son los ardndanos, kiwis, ciruelas, cerezas y manzanas que contienen entre 0,5-2 g/Kg de
peso fresco. Los acidos hidroxicindmicos se encuentran en todas las partes de la fruta,
aunque las concentraciones mds altas se observan en las partes exteriores las mismas.
Generalmente, disminuyen durante el curso de la maduracidn, pero las cantidades totales

aumentan a medida que la fruta aumenta de tamafio (Manach y col., 2004).

OH
R
Ry
Ry U
o) e
R,
OH =
RS |
o "oH OH O OH
Acidos fenélicos Acidos fenélicos Flavonoles Antocianidinas
Acidos hidroxbenzoicos Acidos hidroxicindmicos Quercetina R: OH Cianidina R: OH
Acido gilico RjR;R3: OH Acido cafeicoR: OH KaempferolR: H Pelargonidinal R: H

Acido ferilico R: OCH3

Figura 10. Ejemplos de algunas estructuras quimicas de compuestos fendlicos (Manach y col.,
2004)

Los flavonoles son los flavonoides mds ubicuos en los alimentos, siendo los mas
representativos la quercetina y el kaempferol. Las fuentes mas ricas son frutas como los

arandonos y verduras como las cebollas, la col rizada, el puerro y el brécoli, asi como el
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vino tinto y el té. Estos compuestos estdn presentes en formas glicosiladas, muy a
menudo con restos de glucosa o ramnosa, pero otros azicares también pueden estar
implicados como la galactosa, arabinosa, xilosa o el dcido glucurénico. Las frutas a
menudo contienen entre 5 y 10 diferentes glucésidos de flavonoles. Estos se acumulan en
el exterior y en tejidos aéreos (piel y hojas), ya que su biosintesis es estimulada por la
luz. Existen marcadas diferencias en la concentracion entre piezas de fruta dentro del
mismo arbol e incluso entre los diferentes lados de una misma pieza, en funcién de la
exposicion a luz solar (Manach y col., 2004). Los flavonoles derivados de la quercetina
son abundantes en frutas y verduras, como las frambuesas. Este compuesto ha sido usado
en medicina popular como remedio contra la gripe, diurético y antirreumatico.
Actualmente, se sabe que la quercetina es un potente antioxidante capaz de inhibir la
agregacion plaquetaria in vitro, y con potenciales propiedades anticancerigenas (Nile y

Park, 2014).

Las antocianinas son un subgrupo de flavonoides que se encuentran comtinmente
en la naturaleza. Estin ampliamente distribuidos en frutas y verduras, como las moras,
frambuesas, ardndanos, fresas, grosellas, bayas de sadco, uva, ardndanos rojos, repollo,
berenjenas, rdbanos rojos y espinacas, aunque son mds abundantes en frutas. Son
pigmentos disueltos en la savia vacuolar de los tejidos epidérmicos de flores y frutas, a
los que aportan un color rosa, rojo, azul o color pirpura (Mazza y Maniati, 1993; Maitta-
Riihinen y col., 2004). Existen diferentes formas quimicas, de estabilidad variable. La
cianidina es la antocianidina mas comun en los alimentos, siendo su contenido
generalmente proporcional a la intensidad del color, y pudiendo alcanzar valores de hasta
2-4 g/Kg peso fresco en moras o grosellas negras. Estos valores aumentan a medida que
la fruta madura. Las antocianinas se encuentran principalmente en la piel, excepto en
ciertos tipos de frutos rojos, en los que también se producen en pulpa y hueso (cerezas y
fresas) (Manach y col., 2004). Las antocianinas mds comunes en frutas de color rojo o
morado son los glicésidos de cianidina, seguidos por los glicésidos de delfinidina

(Kidhkonen y col., 2001).

Los compuestos fendlicos en una dieta rica en frutas y verduras han atraido la
atencion de los investigadores debido a sus propiedades protectoras de la salud, que
incluyen la disminucién del riesgo de enfermedad cardiovascular, cdncer u otras

situaciones asociadas con el proceso de envejecimiento (Vasco y col., 2009).
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Algunos estudios han demostrado que muchos constituyentes polifendlicos
dietéticos derivados de plantas son antioxidantes in vitro incluso mds eficaces que las
vitaminas E o C, y por lo tanto pueden contribuir significativamente a los efectos

protectores in vivo (Rice-Evans y col., 1997).

Los flavonoides tiene una amplia gama de la diversidad biol6gica de los efectos
in vitro, incluyendo la actividad antioxidante como captadores de radicales y su papel
beneficioso en la salud humana por sus propiedades antiinflamatorias, antialérgicas,
antiulcerosas, propiedades antibidticas y anticancerigenas ampliamente descritas (Bravo,
1998; Scalbert y col.,, 2002; Mert y col.,, 2007; Nile y Park, 2014). Una funcién
importante de los flavonoides en las plantas y los seres humanos es la proteccion contra

el estrés oxidativo promovido por radicales libres.

Actividad antioxidante

Los antioxidantes ayudan a los organismos a vencer el estrés oxidativo causado
por los radicales libres. Los radicales libres son sustancias quimicas que contienen uno o
mads electrones desapareados, muy inestables y altamente reactivas, y que pueden causar
dafios a otras moléculas por la extraccion de electrones para alcanzar la estabilidad
(Sharif Ali y col., 2008). Distintos estudios de investigacion dedicados a este tema
indican que los radicales libres causan dafio oxidativo fundamentalmente en los lipidos,
proteinas, glicidos, enzimas y dcidos nucleicos, lo que puede desencadenar algunas
enfermedades (Prior y col., 1998; Fang y col., 2002; Cdmara y col., 2011). El proceso
oxidativo mds frecuente en nuestro organismo es el que tiene lugar sobre los dcidos
grasos insaturados, constituyentes de la membrana lipoproteica celular; este mismo
proceso es también responsable del deterioro progresivo que sufren los alimentos cuando

se produce el enranciamiento de las grasas (Fang y col., 2002).

La formacién de radicales libres puede deberse a causas enddgenas o exdgenas
(ambientales, nutricionales o farmacoldgicas) (Halliwell, 1994). Los radicales libres,
también llamados especies reactivas del oxigeno (EROS), tales como el anién
superoxido, el peréxido de hidrégeno y los radicales hidroxilo se producen
continuamente en el cuerpo humano, tanto en condiciones fisioldgicas, patoldgicas como
normales. Las EROS estdn reguladas por la superéxido endégeno dismutasa, el glutation,
la peroxidada y la catalasa, debido a un exceso de produccién de especies reactivas,

inducida por la exposicion a oxidantes externos o a un fallo en los mecanismos de
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defensa. Por tanto, en determinadas situaciones, la utilizacion del oxigeno por las células
da lugar a la generacién de radicales libres de forma descontrolada, lo que se conoce con
el nombre de estrés oxidativo (Camara y col., 2011). Es por ello, que las células

desarrollan una serie de sistemas antioxidantes endogenos, de defensa frente a su accion.

Los antioxidantes, que se encuentran de forma natural en el organismo y en
algunos alimentos, son sustancias que tienen la capacidad de inhibir la oxidacién causada
por los radicales libres, actuando a nivel intracelular y otros en la membrana de las
células, siempre en conjunto para proteger a los diferentes érganos y sistemas. Por ello

podemos decir que existen dos tipos de antioxidantes:

-Endégenos: son los mecanismos enzimaticos del organismo (catalasa, glutation
peroxidasa, glutation, superéxidodismutasa y la coenzima Q). Algunas enzimas necesitan
cofactores metélicos como cobre, selenio, zinc y magnesio para poder realizar el

mecanismo de proteccion celular.

-Exé6genos: son los introducidos por la dieta y deben ser capaces de neutralizar la
accion oxidante de la molécula inestable de un radical libre sin perder su propia
estabilidad electroquimica. Los antioxidantes exdgenos de mayor relevancia presentes en
los alimentos son, algunas vitaminas (C o a-tocoferol), carotenoides 6 compuestos
fendlicos, que previenen la oxidacion del colesterol LDL reduciendo el riesgo de
alteraciones coronarias, ademads de tener efecto anticancerigeno al inhibir la formacién de

sustancias carcindgenas (Strain y Benzie, 1999).

También, se pueden clasificar los compuestos antioxidantes en dos grandes

grupos segun su mecanismo de accion (Halliwell, 1999):

-Antioxidantes primarios: son capaces de neutralizar las reacciones en cadena,
reaccionando con los radicales libres, convirtiéndolos en compuestos

termodinamicamente estables.

-Antioxidantes secundarios: son capaces de actuar retardando el inicio de las

reacciones en cadenas formadoras de los hidroperéxidos.

Dada la diversidad de mecanismos de accion de los antioxidantes tanto endégenos
como exogenos, se hace necesaria la utilizacion de diferentes métodos de andlisis para su
medida. La mayoria se basan en cinéticas de reaccion en las que se mide el efecto de
inhibidor de los compuestos con actividad antioxidante sobre un mecanismo concreto de

oxidacion. Asi, segin Huang y col. (2005) estos métodos pueden dividirse en dos
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grandes grupos: los que se basan en reacciones de transferencia de hidrégeno, o bien en
reacciones de transferencia de electrones; ademas existen otros métodos basados en el
secuestro de EROS. Los primeros emplean un mecanismo de reaccidon competitivo en el
que el antioxidante y el sustrato compiten por captar los radicales peroxilo generados de
la descomposicion de azo compuestos, e incluyen los ensayos de inhibicion de la
autoxidacion de lipoproteinas LDL, absorbancia del radical oxigeno (ORAC), captacion
de radicales totales (TRAP), y decoloracién de la crocina. Los ensayos de transferencia
de electrones miden la capacidad de un antioxidante de reducir a un compuesto oxidante
que cambia de color en estado reducido de forma concentracion-dependiente, e incluyen
el ensayo de Folin-Ciocalteau, capacidad antioxidante equivalente al trolox (TEAC, que
generalmente usa el radical denominado ABTS™), poder reductor del hierro (FRAP),
potencial antioxidante total frente a un complejo de Cu II (CUPRAC), y reduccién del
radical DPPH’.

Esta gran diversidad de metodologia analitica y la forma de expresion de estos
resultados permite evaluar la acciéon antioxidante en una misma muestra mediante
distintos mecanismos complementarios, pero a la vez, complica la integracion de la
informacion existente. Asi, los estudios previos, sobre capacidad antioxidante de frutas,
utilizan, en muchos casos, un s6lo método de andlisis, que no es necesariamente, siempre

el mismo, lo que dificulta en gran medida su comparacion.

Por otro lado, diversos autores han evaluado la composicion antioxidante de la
mayoria de las frutas disponibles en el mercado (Nile y Park., 2014) pero no obstante no
existen muchos datos que hagan referencia a los frutos silvestres comestibles del drea

Mediterranea (Pawlowska y col., 2006; Pallauf y col., 2008).

Hasta el momento se han publicado diversos estudios previos etnobotédnicos,
quimicos, bioquimicos y nutricionales de frutos silvestres comestibles que
tradicionalmente se consumian y que en la actualidad se siguen consumiendo aunque en
menor medida (Tardio y col., 2002; Heinrich y col., 2006; Tardio y col., 2006; Pardo de
Santayana y col., 2007; Molina y col., 2011; Ruiz-Rodriguez y col., 2011). Distintos
autores en los tltimos afios han evaluado parte su composicién nutritiva (Ozcan y col.,
2007; Barros y col., 2010; Egea y col., 2010; Ganhao y col., 2010; Barros y col., 2011),
otros se han centrado en vitaminas y minerales (Boudraa y col., 2010; Sdnchez-Mata y
col., 2012), y otros en composicién y capacidad antioxidante (Tur, 2004; Botella y col.,

2007; Froehlicher y col., 2009; Vanzani y col., 2011; Edwars, 2012). La mayoria de ellos
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son estudios parciales, que se centran en uno o varios aspectos de su composicién, pero
no abordan un estudio de valor nutricional global. Por otro lado, en muchos casos se
analiza una Unica muestra de frutos, con lo que no se tiene en cuenta la variabilidad que
se produce en los tejidos vegetales como consecuencia de los factores ambientales, grado
de maduracion, etc. Por ello, seria de gran interés el poder disponer de datos analiticos
que abarquen el estudio de la composicion y valor nutricional global de los frutos
silvestres mds utilizados en Espafia. Este tipo de informacion seria muy valiosa, ya que
los frutos silvestres comestibles tienen actualmente un gran potencial industrial y de

CONnsumo por varios motivos.

Por un lado, la tendencia de recuperacién de habitos alimentarios tradicionales, y
la especial atencion que recibe actualmente el uso de alimentos naturales en relacién con
la salud, ha aumentado el interés por las plantas y frutos silvestres comestibles como

posibles nuevas fuentes de alimento.

Por otro lado, estos frutos silvestres son una fuente importante de nuevos sabores
y colores, utilizados como ingredientes en postres, salsas, ensaladas, como guarnicién
con carnes, en batidos, etc. Los frutos rojos estdn en cocinas de grandes y pequefios
cocineros, ademds de por su aporte nutricional, para engalanar los platos con aromas y
colores. En el mercado los podemos encontrar frescos, congelados y liofilizados. En “alta
cocina”, imaginativa o de vanguardia, se estdn incluyendo frutos silvestres (zarzamora,
madrofio, etc.) para recrear gustativamente los espacios naturales y transportar al

comensal hasta €I, gracias a su sabor.

En tercer lugar, mds alld de su uso en fresco o como ingrediente de otros
alimentos, actualmente existe un considerable interés en este tipo de matrices, como
materias primas para la extraccion de compuestos bioactivos, para su uso en
complementos alimenticios o como ingredientes funcionales. Por ejemplo, la actividad
antioxidante de compuestos fendlicos (antocianinas) en los seres humanos debido a sus
efectos antioxidantes, entre otras propiedades. Ademds, estos compuestos también
pueden tener interés industrial por su funcién como colorantes alimentarios de origen
natural, para reemplazar a otros colorantes de sintesis que en ocasiones pueden estar
implicados en alergias u otro tipo de reacciones adversas, siendo ésta una interesante

perspectiva de aplicacion en la industria de los alimentos.
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Por todo ello, la realizacién de la investigacion bdsica y aplicada en estos frutos,
orientada a obtener informacion detallada y exhaustiva sobre su potencial de utilizacion,
permitiria su revalorizacién. Por ello, dada la importancia que tienen estos frutos en la
alimentacién tradicional espafiola y su potencial nutricional, tanto para su consumo
convencional como en forma de ingrediente para la industria alimentaria, se han

planteado los objetivos que se detallan a continuacion.
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4. Objetivos

Como se ha comentado, el estudio de los frutos silvestres comestibles permite la
conservacion de la identidad cultural y gastronomica de cada region; ademas, contribuye
a la revalorizacion y recuperacion de los mismos por su importancia nutricional y aporte
de compuestos bioactivos en la dieta. Aunque Espafa cuenta con una importante
tradicion de uso de frutos silvestres, los estudios cientificos sobre la composicion y valor
nutricional de los mds empleados en nuestro pais son escasos. Por ello, el objetivo

principal del presente trabajo de investigacion es:

Determinar la composicion y valor nutritivo de algunos frutos silvestres
comestibles de uso tradicional en Espaiia, con el fin de incorporarlos a las Tablas
de Composicion de Alimentos, potenciar su consumo tradicional en la dieta y

valorarlos como posible fuente de ingredientes funcionales.

Dentro de este objetivo general, los objetivos especificos son los siguientes:

1. Analizar la composicion y valor nutritivo en cuanto a: humedad, hidratos de
carbono disponibles, azicares solubles, fibra total, soluble e insoluble, proteinas,
grasa, cenizas, macro y microelementos minerales, de las cuatro especies de
frutos silvestres comestibles de mayor uso tradicional en Espafa, teniendo en

cuenta la posible variabilidad natural.

2. Evaluar el contenido de algunos compuestos bioactivos: vitamina C,

carotenoides y compuestos fendlicos en dichos frutos.

3. Valorar la capacidad antioxidante de los frutos silvestres objeto de estudio,

mediante distintos ensayos in vitro.

Este trabajo forma parte del proyecto de investigacion titulado “Valoracién
productiva y nutricional de plantas silvestres comestibles de uso tradicional en Espafia”
(CGL 2006-09546/BOS, Plan Nacional, [+D+I (2004-2007)), cuyo investigador principal
es el Dr. Javier Tardio Pato del Instituto Madrilefio de Investigacion y Desarrollo Rural,

Agrario y Alimentario (IMIDRA), y en el que participan también investigadores del Real
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Jardin Boténico de Madrid (RJB-CSIC) y de la Universidad Auténoma de Madrid
(UAM), ademas de la Universidad Complutense de Madrid (UCM).

Una parte del trabajo experimental fue realizada durante una estancia de
investigacion en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricién (ICTAN)
de la Agencia Estatal Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), bajo la
supervision de la Dra. Concepcion Sanchez-Moreno Gonzélez y la Dra. Begofia de

Ancos Siguero.
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5. Muestreo

En el presente trabajo han sido estudiados los frutos de 4 especies de entre los de
mayor uso tradicional en Espafa: Arbutus unedo L. (madrofio), Crataegus monogyna

Jacq. (majuelo), Prunus spinosa L. (endrino) y Rubus ulmifolius Schott (zarzamora).

La recoleccion de las muestras se llevé a cabo en sus hébitats naturales. Las zonas
de muestreo se localizaron en la zona centro de Espaia y comunidades auténomas
cercanas (figura 11), concretamente cinco en la provincia de Madrid y una en la
provincia de Céceres, lo que implica variaciones ambientales, tanto de suelo como de
clima. Los frutos se recolectaron durante tres afios consecutivos (2007, 2008, 2009) y en
dos localidades distintas (localidad A y localidad B) para cada especie con el fin de poder
disponer de una muestra mas representativa; siempre en el momento 6ptimo de
maduracién para cada especie (septiembre, diciembre), tal como se recoge en el cuadro

de muestreo (tabla 1).

Las especies fueron identificadas por investigadores del Instituto Madrilefio de
Investigacién y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA), del Real Jardin
Boténico de Madrid (RJB-CSIC) y de la Universidad Auténoma de Madrid (UAM),
expertos en botdnica, que recolectaron en cada afio y localidad, una muestra

representativa de al menos 500 gramos de cada una de ellas.

A El Cuadrén
A Rascafria
A Salorino-Céceres

Y
o (_//7 a3 40 A San Martin de Valdeiglesias
7

A Tielmes
A Valdelatas

Figura 11. Mapa representativo de la situacién geografica de las localidades empleadas para la
recoleccion de las muestras objeto de estudio

51



Materiales y Métodos

Tabla 1. Cuadro de muestreo

A. unedo L. C. monogyna Jacq. P. spinosa L. R. ulmifolius Schott
(madroiios) (majuelas) (endrinas) (zarzamoras)
2007 Localidad A S.M. de Valdeiglesias Valdelatas UAM El Cuadron Valdelatas UAM
Longitud: 4° 19 W Longitud: 3° 41" W Longitud: 3°39°W  Longitud: 3° 41" W
Latitud: 40° 23" N Latitud: 40° 32" N Latitud: 40° 56" N Latitud: 40° 32" N
Altitud: 681 m Altitud: 690 m Altitud: 1120 m Altitud: 690 m
Fecha: 24-octubre Fecha: 19-septiembre ~ Fecha: 8-octubre Fecha: 19-septiembre
Localidad B Salorino-Céceres Tielmes Rascafria Tielmes
Longitud: 7° 01" W Longitud: 3° 18" W Longitud: 3°54°W  Longitud: 3° 18" W
Latitud: 39° 25" N Latitud: 40° 14" N Latitud: 40° 52" N Latitud: 40° 14" N
Altitud: 320 m Altitud: 594 m Altitud: 1163 m Altitud: 594 m
Fecha: 28-noviembre  Fecha: 24-septiembre ~ Fecha: 8-octubre Fecha: 24-septiembre
2008 Localidad A S.M. de Valdeiglesias Valdelatas UAM El Cuadron Valdelatas UAM
Longitud: 4° 19 W Longitud: 3° 41" W Longitud: 3°39°W  Longitud: 3° 41" W
Latitud: 40° 23" N Latitud: 40° 32" N Latitud: 40° 56" N Latitud: 40° 32" N
Altitud: 681 m Altitud: 690 m Altitud: 1120 m Altitud: 690 m
Fecha: 12-noviembre = Fecha: 24-septiembre =~ Fecha: 8-octubre Fecha: 24-septiembre
Localidad B Salorino-Céceres Tielmes Rascafria Tielmes
Longitud: 7° 01" W Longitud: 3° 18" W Longitud: 3°54°W  Longitud: 3° 18" W
Latitud: 39° 25" N Latitud: 40° 14" N Latitud: 40° 52" N Latitud: 40° 14" N
Altitud: 320 m Altitud: 594 m Altitud: 1163 m Altitud: 594 m
Fecha: 18-noviembre = Fecha: 1-octubre Fecha: 8-octubre Fecha: 1-octubre
2009 Localidad A S.M. de Valdeiglesias Valdelatas UAM El Cuadron Valdelatas UAM
Longitud: 4° 19 W Longitud: 3° 41" W Longitud: 3°39°W  Longitud: 3° 41" W
Latitud: 40° 23" N Latitud: 40° 32" N Latitud: 40° 56°N  Latitud: 40° 32" N
Altitud: 681 m Altitud: 690 m Altitud: 1120 m Altitud: 690 m
Fecha: 30-noviembre = Fecha: 29-septiembre ~ Fecha: 14-octubre ~ Fecha: 29-septiembre
Localidad B Salorino-Céceres Tielmes Rascafria Tielmes

Longitud: 7° 01" W
Latitud: 39° 25" N
Altitud: 320 m
Fecha: 14-diciembre

Longitud: 3° 18" W
Latitud: 40° 14" N
Altitud: 594 m
Fecha: 30-septiembre

Longitud: 3° 54" W
Latitud: 40° 52" N
Altitud: 1163 m
Fecha: 14-octubre

Longitud: 3° 18" W
Latitud: 40° 14" N
Altitud: 594 m
Fecha: 30-septiembre
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6. Preparacion y almacenamiento de las muestras

Una vez recolectados los frutos se transportaron, de forma inmediata, en bolsas de
pléstico herméticas hasta el laboratorio de investigacion, del Departamento de Nutricion
y Bromatologia II. Bromatologia, de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid, en un tiempo inferior a 24 horas, manteniendo la cadena de frio

y evitando asi el deterioro de los mismos.

Posteriormente, a su llegada al laboratorio, los frutos fueron preparados segin se
indica en el esquema 1. Se separd la parte comestible del fruto, se eliminaron huesos,
tallos u hojas en su caso. Posteriormente, cada muestra se dividié en dos partes: una se
utilizé para analizar su contenido de humedad, y la otra se someti6é a congelacién -22°C
para su posterior liofilizacion, la cual se llevé a cabo en un liofilizador Telstar S.A.
modelo Cryodos a una temperatura de -45°C y presién de 0,1 bar, para facilitar su
conservacion y manejo hasta llevar a cabo los distintos andlisis. Las muestras estuvieron
protegidas de la luz durante todo el proceso para evitar el deterioro de las sustancias

fotolabiles.

Las muestras una vez liofiliazadas se trituraron para obtener un producto
homogéneo con un tamafo de particula inferior a 1 mm y se almacenaron en frascos de
polietileno herméticamente cerrados. Finalmente, se almacenaron a una temperatura de -

22°C en oscuridad hasta su posterior andlisis en el laboratorio.

Esquema 1. Diagrama de flujo de la preparacion de los frutos silvestres

Fruto fresco

(500 g)
\!
Eliminacién de partes no comestibles
\!
Troceado en mortero u otro sistema de homogeneizacién
\! \!
Congelacion, liofilizacién y trituracién Determinacién de humedad
\!
Almacenamiento en frascos herméticos a T = -22°C
\!

Andlisis quimico de las muestras liofilizadas
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7. Metodologia analitica

Tal y como se ha indicado, las determinaciones realizadas por triplicado para cada

una de las muestras recolectadas han sido:
o Humedad (sobre producto fresco)
o Hidratos de carbono disponibles totales
o Azucares solubles
o Fibra total, soluble e insoluble
o Proteinas
o Grasa
o Valor calérico
o Cenizas

o Elementos minerales: macroelementos (K, Na, Ca, Mg) y microelementos

(Fe, Cu, Mn, Zn)
o Vitamina C: AA y ADHA
o Carotenoides
o Compuestos fendlicos: dcidos fendlicos, flavonoles y antocianinas
o Capacidad antioxidante in vitro: Folin-Ciocalteu, ABTS™, DPPH’, FRAP

o Analisis estadistico

55



Materiales y Métodos

7.1. Humedad

La humedad de las muestras de frutos frescos homogeneizados fue determinada
por pérdida de peso, segtiin el método 925.09 de la AOAC (Latimer, 2012), mediante
desecacion de una muestra representativa de 5 g en estufa a una temperatura de 100 +
2°C, hasta pesada constante). El cédlculo del contenido de humedad en las muestras se

realiz6 segin la siguiente ecuacion:
% Humedad (g/100 g) = (P"-P”") /P) x 100

donde:
P: peso muestra fresca (g)
P’: peso de la cdpsula + muestra fresca (g)

P”": peso de la capsula + muestra desecada (g)

7.2. Hidratos de carbono disponibles totales

Esta fraccion comprende los carbohidratos capaces de ser absorbidos y
metabolizados en el organismo humano, entre los que se encuentran los azicares solubles

y el almiddn presentes en las muestras.

La cuantificacion del contenido total de hidratos de carbono disponibles totales se
realiz6 tras la hidrdlisis del almidon por colorimetria mediante el método de la antrona,
segtn lo descrito por Osborne y Voogt (1986). Dicho método se basa en la medida de la
intensidad del color verde caracteristico producido al reaccionar el reactivo antrona
(9,10-dihidro-9-oxoantraceno) con los productos formados por degradacién de los

carbohidratos, en presencia de dcido sulfirico en caliente.

La muestra liofilizada (que contiene hidratos de carbono complejos) fue sometida
a una hidrélisis con HCIO4 al 52% manteniéndose durante 18 horas en la oscuridad.
Después de ese tiempo se le afiadi6 agua destilada y el extracto fue filtrado y ajustado a
un volumen conocido. Tras su dilucién, a 1 ml de solucién se le agregaron 5 ml de
soluciéon de antrona (0,1% en H,SO4 al 73%). Para el desarrollo de la reaccion
colorimétrica se llevo el extracto a ebullicién a un bafio de agua a 100°C durante 12

minutos, formandose el compuesto de color verde. Tras su enfriamiento en bafo de hielo,
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la lectura de la absorbancia fue medida en un espectrofotémetro UV/visible Perkin Elmer

Lambda EZ210, a una longitud de onda de 630 nm (esquema 2).

Esquema 2. Método de determinacidn de carbohidratos disponibles totales

0,5 g muestra liofilizada + 10 ml H,0 destilada + 15 ml de HC10, 52%

2
Oscuridad 18 h
2
Enrasar hasta 250 ml con H,O destilada
\2
Filtrar
\2
Dilucién 2/5 con H,O destilada (Solucién problema)
\2
Problema Blanco
1 ml solucién problema + 5 ml reactivo antrona 1 ml H,O destilada + 5 ml reactivo antrona
2

Agitacion (Vortex)

Bafio maria, en ebullicién 12 min

\J

Enfriar en bafio de hielo

\J

Lectura en espectrofotémetro a A = 630 nm

El contenido total de hidratos de carbono disponibles totales presentes en las
muestras se obtuvo por extrapolacién de la absorbancia obtenida de la medida
espectrofotométrica en una recta de calibrado, preparada a partir de concentraciones
conocidas de un patrén de glucosa. Los resultados del contenido total de carbohidratos
disponibles de las muestras se expresan, como gramos de glucosa en 100 g de fruto

fresco.

Con el fin de realizar el anélisis de forma exacta se realiz6 cada dia, una recta de
calibrado. A partir de un patrén de glucosa (Merck) de concentraciéon 100 mg/ml se
prepararon las diluciones correspondientes hasta concentraciones finales comprendidas
entre 20-100 pg/ml, sometiéndose a la misma reaccion de color que las muestras. Se

obtuvo una recta lineal en el intervalo de concentraciones que se indica en la figura 12.
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y =0,0075x + 0,0394
R2=0,9997

1

pg/ml de glucosa

Figura 12. Recta de calibrado de glucosa

7.3. Azicares solubles

La identificacién y cuantificacion de los aziicares solubles se llevé a cabo por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), de acuerdo al método descrito por
Sénchez-Mata y col. (2002) y adaptado a las muestras objeto de este estudio por Ruiz-

Rodriguez y col. (2011).

La muestra liofilizada fue extraida con 40 ml de etanol al 80% durante 45 minutos
en un bafio de agua a 55-60°C con agitacion magnética y constante. El extracto obtenido
fue filtrado y evaporado a sequedad en un rotavapor a 40°C. El residuo obtenido fue
redisuelto en 25 ml de agua destilada, y posteriormente purificado a través de cartuchos
Sep-Pak C18. Seguidamente, 2 ml del filtrado se diluyeron con 8 ml de acetonitrilo y el
extracto resultante se filtré por un filtro Milipore de Nylon 0,45 um. Para terminar, 100
ul del extracto final se inyectaron en el equipo de HPLC (esquema 3). Los resultados
obtenidos del contenido de azicares solubles se expresan, como mg por 100 gramos de

fruto fresco.
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Esquema 3. Método de determinacién de azicares solubles

0,5 g muestra liofilizada + 40 ml etanol 80%
Bafio a 55-60°C, agitaién magnética, 45 min.
Filtrar por filtro de pliegues
Evaporar el etanol a vacio a 40°C
Redisolver en 25 nt de agua destilada
Purificar por cartjcho Sep-Pak C18
2 ml de fitrado + 8 ml de acetonitrilo
Filtrar por membrana M;liipore de Nylon 0,45 pm

Inyectar en Cromatégrafo (HPLC-IR)

El equipo instrumental empleado fue un cromatégrafo Waters, formado por:
-Bomba: PU II Isocratic pumping system (Micron Analitica, SA, Spain)
-Inyector: Waters Associates

-Columna: Luna 5 um NH; 100 R; 250 m, 4,60 mm (Phenomenex, Torrance, CS,
USA)

-Detector: Jasco RI 930 Intelligent RI

-Integrador: Software Cromanec XP (Micronec, Espaia)

Para ello se emplearon las siguientes condiciones cromatogréficas:
-Fase movil: acetonitrilo/agua (80:20)
-Flyjo: 0,9 ml/min

-Temperatura: ambiente

Para la identificaciéon y cuantificacion de los azucares solubles se utilizaron
patrones comerciales de diferentes azicares (Sigma-Aldrich), compardndose con los
tiempos de retencion de los picos obtenidos en el andlisis cromatografico de las muestras
e identificdndose los monosacdridos, fructosa y glucosa, y el disacarido sacarosa (figura
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13). Se inyectaron en el cromatégrafo patrones de concentracién conocida de fructosa,

glucosa y sacarosa, comparando las dreas obtenidas con las de las muestras, para su

cuantificacion.
101.8
@) Fructosa
951
3
Glucosa
11.93
548 F
U.
Sacarosa
a3 17.33
-
7.8
188 g 2 1 5 3 10 72 71 76 ik
min
150.0
(b)
1180 |
Fructosa
o L 10,14
u. Glucosa
540 | 12)5
20 = Sacarosa
17.70
oo g 7 ' g z i 73 i 75 Ta 20
min

Figura 13. Perfil cromatografico de una solucién patrén multiple de azicares solubles
(a) y de una muestra de zarzamora (b)

7.4. Fibra total, soluble e insoluble

Se analizaron las fracciones soluble e insoluble de la fibra alimentaria total por
los métodos enzimatico-gravimétrico, segun el 985.29 de la AOAC (Latimer, 2012). La
muestra se tratd con enzimas digestivas (o-amilasa, proteasa y amiloglucosidasa) de
Sigma-Aldrich. Las fracciones soluble e insoluble se separaron por filtracion a vacio. Los
residuos de las digestiones se desecaron a 100°C, y se determiné en ellos los contenidos
de cenizas y proteinas que fueron sustraidos del peso del residuo. La fibra total es la

suma de las dos fracciones cuantificadas, soluble e insoluble (esquema 4).
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Esquema 4. Método de determinacién de fibra soluble e insoluble

0,5-1 g de muestra + 50 ml tampdn fosfato 0,08M (pH=6,0) + ai-amilasa (termamil) 0,1 ml
\2

Baiio marfa (100°C), 15 min, agitacion continua. Enfriar con hielo a temperatura ambiente

\A
Afadir 10 ml NaOH 0,275N (ajustar a pH 7,5 + 0,2) + 5 mg de proteasa
\A

Bafio maria (60°C), 30 min, agitacién continua. Enfriar con hielo a temperatura ambiente
\’
Anadir 10 ml HCI1 0,325N (ajustar a pH 4,5 + 0,2) + 0,1 ml amiloglucosidasa
\’

Bafio marfa (60°C), 30 min, agitacién continua. Enfriar con hielo a temperatura ambiente

\!
FILTRACION: Crisol de placa con 0,5 g de celite, tarado
\!
Lavar residuo con: 10 ml agua (2 veces), 10 ml etanol 95% (2 veces), 10 ml acetona
\2 \2
Fibra insoluble (Residuo) Fraccién soluble (Liquido filtrado)
\2 \2
Desecar en estufa, enfriar y pesar Anadir 400 ml etanol 96°
\2 l \2
Det. de cenizas Det. de proteinas Dejar precipitar toda la noche
\2
Calculo del contenido de fibra insoluble Filtrar (crisol 0,5 g de celite, tarado)

Lavar residuo con: 10 ml etanol 78% (2 veces),
10 ml etanol 95% (2 veces), 10 ml acetona
\2
Fibra Soluble (Residuo)
\2
Desecar en estufa, enfriar y pesar
\2 \2
Det. de cenizas Det. de proteinas

\J

Calculo del contenido de fibra soluble

7.5. Proteinas

El contenido de proteinas totales en las muestras liofilizadas se determiné a partir
de su contenido de nitrégeno total, para lo cual se empled el procedimiento de Kjeldahl,

segtn el método 950.48 de la AOAC (Latimer, 2012).

Una cantidad de fruto liofilizado fue sometida a una digestion dcida con H,SO4
concentrado, en caliente, en presencia de una mezcla catalizadora formada por
K,S04/CuSOy (en proporcién 100/1), destruyéndose de este modo la materia organica de

la misma. Asi, el nitrégeno proteico de la muestra queda fijado en la solucion en forma
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de (NH4),SO,. La adicién de un exceso de NaOH y posterior destilacién en corriente de
vapor liber6 el NHs, que se recogié sobre 25 ml de H,SO4 N/10, en presencia del

indicador rojo de metilo. El exceso de H,SO, se valoré con NaOH N/10.

El procedimiento del método analitico empleado se recoge de forma detallada en
el esquema 5. De forma paralela, se llevé a cabo una determinacién en un blanco, para
tener en cuenta el efecto de las posibles sustancias nitrogenadas presentes en los reactivos

empleados.

Esquema 5. Método de determinacion de proteinas totales

0,7 g muestra liofilizada + 10 g mezcla catalizadora K,SO,/CuSQO,
2
Digestion dcida con 25 ml H,SO, concentrado
2

Enfriar a temperatura ambiente

d
Afadir exceso de NaOH al 40%
l

Destilacion

l
Recogida del destilado en 25 ml H,SO, N/10
(Rojo de metilo)

Valoracion del exceso de H,SO, con NaOH N/10

El célculo del contenido de nitrégeno en las muestras se realiz6 segun la siguiente

ecuacion:
% N=(25xf-Vx{)x1,4007)/10x P

donde:
f : factor H,SO4 N/10
V: volumen de NaOH N/10 gastado en la valoracién
f”: factor NaOH N/10

P: peso muestra liofilizada
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Para la transformacién del contenido de nitrégeno total en contenido de proteina
bruta se considerd el factor de conversion 6,25, de acuerdo con la AOAC (Latimer,
2012). El contenido de proteinas de las muestras se expresa como gramos de proteinas

sobre 100 gramos de fruto fresco.

% Proteinas (g/100 g) = % N x 6,25

7.6. Grasa

Se determiné gravimétricamente tras la extraccion en continuo de 0,5 g de muetra
liofilizada con éter de petrdleo en un equipo Soxtec Sistem HT (figura 14) durante 45
minutos y posterior evaporacion del éter en estufa a 100°C hasta sequedad, segiin el
método 983.23 de la AOAC (Latimer, 2012). El contenido de grasa de las muestras se
calculé mediante pesada antes y después de la evaporacion del éter expresandose el

resultado como gramos de grasa sobre 100 gramos de fruto fresco.
9% Materia grasa (g/100 g) = ((P"-P”")/P) x 100

donde:
P: peso muestra (g)
P’: peso del recipiente + materia grasa (g)

P”": peso del recipiente (g)

e TR T

e e

Figura 14. Equipo Soxtec Sistem HT para determinacién de extracto etéreo
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7.7. Valor calérico

El valor calérico de los frutos estudiados se calculé aplicando la siguiente
férmula, en la que los contenidos de cada pardmetro se multiplicaron por su equivalente

energético expresado en Kcal/g.
Valor calérico (Kcal/100 g) = (% HC x4) + (% FAx2)+ (% Px4) + (% G x 9)

donde:
HC: hidratos de carbono
FA: fibra alimentaria
P: proteinas

G: grasa

7.8. Cenizas

Para la determinacién del contenido mineral total de las muestras, éstas deben ser
sometidas a una completa destruccién de la materia orgénica evitando la pérdida de
elementos en la muestra o su contaminacién. Este proceso se realiz6 mediante

mineralizacion por via seca a una temperatura de 500°C sobre las muestras liofilizadas.

La muestra se sometié a incineracién en un horno microondas Milestone Muffle
Furnace, modelo mls 1200 piro, a 500°C durante 24 horas. En los casos necesarios, la
mineralizacién se complet6é adicionando unas gotas de peréxido de hidrégeno (H,O,) y
se calentd durante 5 horas a 550°C hasta obtener cenizas blancas. El contenido de cenizas
de las muestras se calculé mediante pesada antes y después de la destruccion total de la

materia organica, segin el método 930.05 de la AOAC (Latimer, 2012)
% Cenizas (g/100 g) = (P"-P”") / P) x 100

donde:
P: peso muestra (g)
P’: peso de la cépsula + cenizas (g)

P”": peso de la cdpsula (g)
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7.9. Elementos minerales

Sobre las capsulas con las cenizas obtenidas por mineralizacion de las muestras
de los frutos liofilizados, se llevd a cabo el andlisis de elementos minerales presentes en
los mismos por Espectroscopia de Absorcion Atémica (EAA), determindndose los
macroelementos potasio, sodio, calcio y magnesio, y los microelementos hierro, cobre,

manganeso y zinc.

El método de EAA es el mds utilizado en el andlisis de elementos minerales en
alimentos. Se basa en la nebulizacién de la muestra (previamente incinerada y extraida en
medio dcido) sobre una llama que produce la atomizacion de la misma. La excitacion de
los atomos de la muestra se consigue haciendo pasar a través de la llama, un haz de luz
de una longitud de onda determinada. La medida de la cantidad de energia absorbida en
este proceso, permite conocer la cantidad de dtomos presentes en la muestra mediante

comparacion con patrones de concentraciones conocidas.
Para ello se utilizo un espectrofotémetro Perkin Elmer, modelo 2280, que consta:
-Sistema de nebulizacién de alta sensibilidad

-Sistema de atomizacion (fuente de excitacién): llama de aire/acetileno, de

caracter oxidante

-Fuente de emision: lamparas de cdtodo hueco: ldmpara multiple de intensidad 25
mA (Fe, Cu, Mn y Zn); lampara de intensidad 12 mA para K y Na, y de
intensidad 15 mA para Ca y Mg.

Las cenizas obtenidas se pesaron y disolvieron en una mezcla 4cida formada por 2
ml de HCI al 50% y 2 ml de HNOj al 50%. La solucién resultante se filtré a través de
papel Albet® N°145 y se diluyé hasta 25 ml con agua destilada. Posteriormente, se
envasaron en frascos de polietileno hasta su posterior lectura por EAA, tal como se

indica en el esquema 6.

Los microelementos minerales se midieron directamente en el espectrofotometro
a partir de la disolucién anterior. Sin embargo, con el fin de evitar interferencias, para la
cuantificacion de los macroelementos K y Na, se llevé a cabo una dilucién posterior 1/10

(v/v) con CsCl, (0,4%), y para el anélisis de Ca y Mg se realiz6 una dilucién 1/10 (v/v)
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con una disolucién conteniendo 1,16% de La,Os + 1,75% HCIl (que da lugar a la

formacion de LaCls) (esquema 6).

Esquema 6. Método de determinacién de cenizas y elementos minerales

Lavar previamente el material en HNO; 10% durante 24 h
2

Lavar el material con H,O destilada y secarlo al aire o en estufa

Introducir las capsulas 30 min en estufa a 100°C y enfriar en desecador
\A

Pesar cdpsulas vacias

l
+ 0,5 g de muestra liofilizada
l
Incineracién (horno microondas), 500°C, 24 - 48 horas
\’
Enfriar en desecador
\’
Pesar cdpsulas + cenizas totales

\J

Recoger las cenizas con mezcla dcida
(2 ml HCI 50% + 2 ml HNO; 50%)
\

Filtrar, papel Albet® N°145

Enrasar hasta 25 ml con H,O destilada (Solucién A)
\2
Espectroscopia de Absorcién Atémica (EAA)

Fe, Cu, Mn y Zn: medida directa en la solucién A
K y Na: Dilucién de la solucién A al 10% con CsCl,
Ca y Mg: Dilucién de la solucion A al 10% con La,03

Las condiciones instrumentales empleadas se describen en el tabla 2. Dichas
condiciones fueron fijadas segin las bandas de absorcion caracteristicas de cada
elemento, seleccionando las condiciones Optimas de sensibilidad y precision en las
medidas. Los pardmetros 6pticos para micro y macroelementos minerales se fijaron en

ensayos preliminares, eligiéndose las siguientes condiciones:
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Tabla 2. Condiciones utilizadas para la EAA

Elemento Longitud Rango de X
] deonda Rendija Llama  concentracién R Ecuacion de la recta
mineral
(nm) (ppm)

K 404,4 0,7 Oxidante 20-100 0,9944  y=47,99x + 709,24
Na 589,2 0,7 Oxidante 10-50 0,9991 y=0,003x + 0,008
Ca 423,0 0,7 Oxidante 0,5-10 0,99916 y=0,0427x + 0,0107
Mg 202,58 0,7 Oxidante 0,5-5 0,9976 y=0,1398x + 0,0521
Fe 248,33 0,2 Oxidante 0,2-2 0,9991 y=0,1153x +0,0148
Cu 324.8 0,7 Oxidante 0,2-2 0,9988 y=0,2499x + 0,0103
Mn 279,48 0,2 Oxidante 0,2-2 0,9994 y=0,2449x + 0,0095
Zn 213,86 0,7 Oxidante 0,1-1 0,9987 y=0,564x + 0,011

7.10. Vitamina C

Como se ha indicado la vitamina C puede presentarse en los alimentos en forma
de L-ascérbico (AA) o en su forma oxidada, como dcido dehidro L-ascérbico (ADHA),
con la misma actividad vitaminica (Garad, 1970) (figura 9). En las muestras analizadas,
se llevd a cabo la determinacion tanto del contenido de acido ascérbico como de la
vitamina C total, calculdndose por diferencia el contenido de dcido dehidroascérbico, con
el fin de estudiar cual es la forma mayoritaria en los frutos y cuantificar correctamente

ambas las formas vitaminicas en los mismos.

El andlisis se llevo a cabo por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)
con deteccion de UV de acuerdo al método descrito por Vazquez Oderiz y col. (1994) y
Sénchez-Mata y col. (2012), y adaptado a este tipo de muestras por Ruiz-Rodriguez y
col. (2011).

Una porcién de muestra liofilizada fue homogeneizada con dcido metafosférico
(HPOs3) al 4,5% en agitacion magnética y oscuridad durante 15 minutos. Posteriormente,
se filtr6 mediante un filtro de pliegues y parte del extracto obtenido se volvi6 a filtrar por
una membrana Millex (0,45 um de tamafio de poro) inyectando el liquido en el sistema
de HPLC para cuantificar el AA. El AA posee su maxima absorbancia a 245-254 nm; el
ADHA por el contrario, practicamente no absorbe en el UV, por lo que para su andlisis
por HPLC con deteccién UV, este debe reducirse previamente a AA, utilizindose para
ello diversos agentes reductores, como L-cisteina (Arella y col., 1997), ditiotreitol
(Esteve y col., 1997) u otros compuestos con grupos tioles. Asi, otra parte del extracto

fue utilizado para la determinacién de la vitamina C total. En €l se llevo a cabo la
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reduccion del ADHA a AA en presencia de L-cisteina al 4% de acuerdo a lo descrito por

Arella y col. (1997).

El método empleado para la extraccion y determinacion de la vitamina C se

resume en el esquema 7.

Esquema 7. Método de determinacién de AA y vitamina C total

0,5 g muestra liofilizada + 25 ml HPO;4,5%

Agitacién magnética, 15 mini/tos, sin calentar, en oscuridad
Filtrar a través de filtrg)l/ de pliegues (Extracto)
5 ml de extracto + 3 ml (t.lLe L-cisteina 4% en agua Filtracion (Millex)
AjustarapH =7 coj HK,PO, 20% Inyectar en crc;Lmat(’)grafo (HPLC-UV)
Manten% 5 minutos Determilacién de AA

Ajustar a pH = 3 con HPO; 20%
Completar a 25 ml con HPO; 4,5%
Filtraci(’)i/l (Millex)
Inyectar en cron}lL;lt(’)grafo (HPLC-UV)

Determinacion de AA + ADHA
(Vitamina C total)

El equipo instrumental empleado para la determinacion de la vitamina C en las
muestras analizadas fue un cromatégrafo de liquidos (Micron Analitica, Madrid, Spain),

que estd formado por los siguientes elementos:
-Bomba: Concept, Modelo PU II (SMI)
-Inyector: Jasco, Modelo AS-1555, Intelligent simple

-Columna: Sphereclone ODS (2), 250 x 4,6 mm, 5 um (Phenomenex, Torrance,

CA, USA)
-Detector: UV-visible detector (Thermo Separation Spectra Series UV100)

-Integrador: Software Cromanec XP (Micronec, Espaia)
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Para ello se emplearon las siguientes condiciones cromatogréficas:
-Fase mévil: H,SO4 1,8 mM, pH=2,5-2,6

-Flyjo: 0,9 ml/min

-Longitud de onda: 245 nm

-Temperatura: ambiente

La figura 15 muestra el perfil cromatografico de una solucién patrén de vitamina

C y de una muestra, en la que podemos observar que el pico de AA sale a un tiempo de

4,2 minutos.
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Figura 15. Perfil cromatografico de una solucién patrén de AA (a) y de una muestra de madrofio

(b)
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La recta de calibrado se prepar6 diariamente para la cuantificacion de la vitamina
C presente en las muestras, y se llevé a cabo mediante disoluciones estidndar de acido
ascorbico (Merck) en acido metafosférico al 4,5% en un intervalo de concentraciones de
10-200 pg/ml, que una vez inyectadas en el equipo cromatografico permitieron obtener
una recta de calibrado (figura 16) construida a partir de las dreas de los picos

cromatogréaficos y las concentraciones de los estdndares con un ajuste lineal (r’=0,999).

Area
p—
)]
S
S

1

y=4015,1x + 0,1579
R2=0,9998

0 T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8

pgde AA

Figura 16. Recta de calibrado de dcido ascérbico

La cantidad de vitamina C obtenida tras la reducciéon con L-cisteina (vitamina C
total), menos la cantidad de AA presente de forma natural en las muestras (obtenida
anteriormente), dieron lugar, por diferencia, a la obtenciéon de la cantidad de ADHA
presente en las muestras estudiadas. Los resultados finales se expresaron como mg de

vitamina C en 100 g de fruto fresco.

7.11. Carotenoides

Estos compuestos se determinaron por un método de HPLC-UV, segin la
metodologia descrita por Olives Barba y col. (2006). Para ello, 0,3 g de muestra
liofilizada fue extraida con 50 ml de una mezcla compuesta por hexano/acetona/etanol
(50:25:25 v/v/v). La solucién se llevé a agitacion en baiio de ultrasonidos durante 10

minutos sin calor. Posteriormente se le ainadieron 5 ml de agua destilada y se espero una
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1 hora en oscuridad para permitir la separacion de fases. Un alicuota de 10 ml de la capa
superior (hexano) del extracto anterior fue evaporada a vacio con flujo de N, hasta
sequedad a vacio (Biichi Labortechnik AG (Flawil, Switzerland)), y se redisolvid
posteriormente el residuo en 5 ml de una mezcla de tetrahidrofurano (THF), metanol
(MeOH) y acetonitrilo (ACN) (15:30:55, v/v/v). Seguidamente, este extracto se filtré a
través de una membrana Millex (0,45 um de tamafio de poro) para su inyeccion en el

sistema cromatografico (esquema 8).

Esquema 8. Método de determinacién de carotenoides

0,3 g de muestra + 50 ml de hexano/acetona/metanol (50:25:25, v/v/v).
Agitacién, 10 min, bafio de ultrasonidos

\!
Anadir 5 ml agua destilada
\A

Esperar 1 hora (frascos topacio)
Extraccién en fase apolar (capa superior): hexano

Evaporar 10 ml de la fase de hexano

\A
Redisoluciéon en THF+MeOH+ACN (15:30:55, v/v/v)
\!
Filtracion (Millex)
\!
Inyectar en cromatégrafo (HPLC-UV)

El equipo instrumental empleado para la determinacion de los carotenoides en las
muestras analizadas fue un cromatégrafo de liquidos (Micron Analitica, SA), que estd

formado por los siguientes elementos:
-Bomba: Concept, Mod. PU II (SMI)
-Inyector: Jasco, Mod. AS-1555, Intelligent simple (Tokio, Japan)

-Columna: Bondapack C18 (300 mm x 2 mm), 10 um (Waters, Milford, MA,
USA)

-Detector: UV-visible detector (Thermo Separation Spectra Series UV100 UV-
Vis) (San José, CA, USA)
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Para ello se emplearon las siguientes condiciones cromatograficas:
-Fase movil: mezcla de MeOH/ACN/trietilamina (900:100:0,5 ml)
-Flyjo: 0,9 ml/min

-Longitud de onda: 475 nm

-Temperatura: ambiente

-Integrador: Software Cromanec XP (Micronec, Espaia)

La cuantificacién se llevé a cabo utilizando patrones de trans-licopeno y B-
caroteno (Sigma-Aldrich) que fueron disueltos en las mismas condiciones que las
muestras en un intervalo de 0,1-0,5 pg. La figura 17 muestra los perfiles cromatogréficos
de una solucién patrén de carotenoides y de una muestra, y la figura 18 muestra las rectas

de calibrado que se prepararon diariamente.
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Figura 17. Perfil cromatografico de una solucién patrén de carotenoides (a) y de una muestra de
madroio (b)
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Figura 18. Rectas de calibrado de carotenoides: licopeno (a) y B-caroteno (b)

7.12. Compuestos fendlicos: acidos fendlicos, flavonoles y antocianinas

Para el andlisis de compuestos fendlicos en las muestras objeto de estudio, se
realizé una extraccidon acuoso-organica seguida de cromatografia liquida (HPLC), para la
separacién e identificacion de los polifenoles. Los espectros de absorciéon UV-visible de
compuestos fendlicos permitieron la identificacion y clasificacién de los picos
cromatogréificos en clases (Sanchez-Moreno, 2002; Méittd y col., 2003; Rolddn y col.,

2008).

Para ello, 0,5 g de muestra liofilizada se someti6 a extracciéon con 20 ml de una
mezcla de metanol/agua (50:50 v/v; pH=2), y posterior centrifugacién. El sobrenadante
fue recogido en un matraz aforado. Al residuo se le afiadieron 20 ml de una mezcla de
acetona/agua (70:30 v/v) y volvié a centrifugarse. El sobrenadante se combiné con el

anterior y se completo con agua destilada hasta un volumen conocido (esquema 9).
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Esquema 9. Método de determinacién de polifenoles HPLC

0,5 g de muestra + 20 ml metanol/agua (50:50 v/v)

Centrifugacion 4000 rpm durante 15 min

l l
Residuo Sobrenadante
d d

Anadir 20 ml acetona/agua (70:30 v/v) Filtrar por filtro de pliegues

Centrifugacién 4000 rpm durante 15 min

d d
Residuo Sobrenadante
l

Filtrar por filtro de pliegues

Completar hasta 50 ml con agua destilada

Se inyectaron volimenes de 40 ul en el equipo instrumental de HPLC. El analisis
cromatografico para la determinacion de los dcidos fenodlicos, flavonoles y antocianinas
en las muestras analizadas, se ha realizado en un equipo de cromatografia de liquidos

modelo Agilent 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) compuesto por:
-Bomba: Cuaternaria (G1311A)
-Desgasificador (G1322A)
-Inyector: inyector automatico (G1367B)
-Columna: sistema de termostatizacion de la comlumna (G1316A)

-Detector: UV-visible de diodos (G1315B) (Agilent Technologies, Waldbronn,

Alemania).

Para ello se emplearon las siguientes condiciones cromatogréficas:
- Flujo: 0,9 ml/min
- Temperatura: 30°C 6 ambiente

- Integrador: Software Agilent ChemStation
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El sistema solvente utilizado fue un gradiente de acetonitrilo 4% (solvente A) y
acido férmico (solvente B), de la siguiente manera: 0 min, 4% de A, 10 min, 10% de A,
20 min, 20% de A, 30 min, 40% de A, 35 min, 40% de A, 40 min, 60% de A, 45 min,
60% de A, 55 min, 4% de A. El sistema de deteccién fue ajustado a 280 nm (&cidos
fendlicos), 360 nm (flavonoles) y 520 nm (antocianinas). Los datos fueron almacenados
y procesados usando una Hewlett-Packard Chem Station y el software relacionado. La
identificaciéon de los principales compuestos fendlicos se llevd a cabo mediante la
comparacion del tiempo de retencidon y el espectro de absorcién UV-visible de los
compuestos con las normas mencionadas anteriormente y mediante la comparacion con
los datos cromatogrificos de los compuestos polifendlicos que se encuentran en la

literatura cientifica obtenidos en similares condiciones de HPLC.

Los écidos fendlicos (A=280 nm) se cuantificaron como mg equivalentes de acido
gilico (EAG) por 100 gramos de fruto fresco, los flavonoles (A=360 nm) como mg
equivalentes de rutina (ER) por 100 gramos de fruto fresco y las antocianinas (A=520
nm) como mg equivalentes de pelargonidina 3-glucésico (EP3-G) por 100 gramos de
fruto fresco (figura 19). La cuantificacion se realizé mediante las rectas de calibracion de
los patrones 4cido gélico, rutina y pelargonidina 3-glucésido respectivamente en

concentraciones que oscilaron entre 50-300 pg/ml (figura 20).
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Figura 20. Rectas de calibrado de 4cidos fendlicos (a), flavonoles (b) y antocianinas (c)

7.13. Capacidad antioxidante in vitro

Los extractos obtenidos para la medida de compuestos fendlicos (esquema 9) se
utilizaron también para la medida de su capacidad antioxidante y se emplearon para ello

diferentes tipos de ensayos: Folin-Ciocalteu, ABTS™, DPPH’ y FRAP, que a
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7.13.1. Método Folin-Ciocalteu

El método de Folin-Ciocalteu se ha empleado para cuantificar compuestos
fendlicos totales en alimentos vegetales. Sin embargo, a menudo se aprecian diferencias
entre los resultados obtenidos por el método espectrofotométrico (Folin-Ciocalteu) y el
cromatogrifico (HPLC) que pueden ser debido a que el reactivo de Folin no es especifico
de los polifenoles y sufre un gran nimero de interferencias de otras sustancias reductoras
que son componentes de las muestras como aztucares, 4cido ascorbico, aminas arométicas
(Prior y col., 2005). Por ello, en este estudio y siguiendo las dltimas tendencias en este
tipo de andlisis, se ha utilizado este método como medida de la capacidad antioxidante

(Huang y col., 2005; Magalhaes y col., 2010).

Para la determinacion de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteau,
seguin Sigleton y Rossi, (1965), 0,5 ml del extracto de compuestos fendlicos obtenido tal
como se indica en el apartado 7.12., se mezclaron con 0,5 ml del reactivo Folin-
Ciocalteau. Después de esperar 3 minutos se le afiadieron 10 ml de una solucién de
carbonato de sodio (Na,COs) de concentracién 75 g/l, y posteriormente se completd
hasta un volumen de 50 ml con agua destilada. La solucidn se agité y después de incubar

1 hora en oscuridad se procedié a medir la absorbancia a 750 nm.

Paralelamente, se constituy6 una recta de calibrado de concentraciones
comprendidas entre 0,04-0,4 mg/ml de 4cido gélico, expresando los resultados en mg

EAG en 100 g de fruto fresco (figura 21).
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0 . . .
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Figura 21. Recta de calibrado de una solucion patrén de dcido gilico
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7.13.2. Método ABTS (2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato)

La capacidad antioxidante de los extractos se determiné por el método del
secuestro o captacion del radical 2,2°-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato)

(ABTS™).

El radical monocatién pre-formado ABTS™ se genera por la oxidacién de ABTS
con persulfato de potasio y se reduce en presencia de hidrégeno, de acuerdo con el
método de Re y col. (1999), con algunas modificaciones. El catién radical ABTS
(ABTS™) se obtiene por reaccién de ABTS con persulfato de potasio (K2S,0s) 2,45 mM
permitiendo que la mezcla repose en la oscuridad a temperatura ambiente durante 12-16
horas antes de su uso. La solucién ABTS™, que es estable durante dos dias, se diluye con
etanol hasta dar una absorbancia de 0,70+0,02 a 734 nm. Posteriormente, en una
microplaca de 96 pocillos, se afiadieron 10 pl del extracto de cada fruto y 290 ul de 7
mM de ABTS™, se mezclaron bien, y después de 20 minutos de incubacién en la
oscuridad a 30°C, se midi6 la absorbancia a 734 nm en un lector de microplacas. Los
resultados fueron comparados con una recta de calibrado preparada a diario con
concentraciones de trolox de 0-1000 mmol/l y los resultados se expresaron como

milimoles equivalentes de trolox (ET) por 100 gramos de fruto fresco (figura 22).
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Figura 22. Recta de calibrado de una solucién patrén de trolox
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7.13.3. Método DPPH (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

La capacidad antioxidante de los extractos se determind por el método del

secuestro o captacion del radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH").

El método se basa en la generacioén de radicales libres a partir de una disolucién
metandlica del DPPH'. La solucion de radical DPPH’ absorbe a 515 nm y presenta una
fuerte coloracion violeta oscuro. La reaccién se puede seguir espectrofotémetricamente
ya que la absorbancia va disminuyendo por la reduccién del radical con un agente
antioxidante. Siguiendo el método de Sanchez-Moreno y col. (1998), con algunas
modificaciones, en una microplaca de 96 pocillos, se afiadieron 10 pl del extracto de cada
fruto y 290 ul de 100 mM de DPPH’ en metanol, se mezclaron bien, y después de 1 hora
de incubacidén en la oscuridad, se midi6 la absorbancia a 515 nm en un lector de
microplacas. Los resultados fueron comparados con una recta de calibrado preparada a
diario con concentraciones de trolox de 0-1000 mmol/l y los resultados se expresaron

como milimoles equivalentes de trolox (ET) por 100 gramos de fruto fresco (figura 23).
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Figura 23. Recta de calibrado de una solucién patrén de trolox
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7.13.4. Capacidad de reduccion férrica: FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant

Power)

Se ha llevado a cabo a través del método FRAP (Benzie y Strain, 1996) que
determina la capacidad de reduccién férrica que tiene una muestra. A pH 3,4 y en
presencia de un reductor (antioxidante), el complejo de tripiridiltriazina (TPTZ) con Fe
(IIT) se reduce a la forma ferrosa Fe (II), desarrollando un intenso color azul con una
absorcién maxima a 595 nm, que permite ser cuantificado espectrofotométricamente por
interpolacién en una recta de calibrado de un patréon, a un tiempo de reaccién
determinado. El reactivo FRAP recién preparado mediante la mezcla de tampodn acetato
0,3 M (pH 3,6), 10 mM TPTZ en 40 mM y 20 mM FeCls en una proporcién 10:01:01
(v/vlv), respectivamente. El ensayo se llevéd a cabo en microplacas de 96 pocillos
mediante la adicién de 10 pl del extracto de cada fruto y 290 ul del reactivo FRAP.
Después de 20 minutos de incubacién en la oscuridad a 37°C y agitacién, la absorbancia
se leyo a 593 nm. Los resultados fueron comparados con una recta de calibrado
preparada a diario con concentraciones de trolox de 0-1000 mmol/l y los resultados se
expresaron como milimoles equivalentes de trolox (ET) por 100 gramos de fruto fresco

(figura 24).
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Figura 24. Recta de calibrado de una solucién patrén de trolox
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7.14. Analisis Estadistico

Con el fin de llevar a cabo una interpretacién objetiva de los resultados obtenidos
en los distintos analisis hemos realizado diferentes estudios estadisticos. Para ello, se ha
utilizado el programa estadistico StatGraphics Plus 5.1. (Statistical Graphics Corporation,

Inc., Rockville, MD, EE.UU.) para Windows.

Como se ha indicado, todos los andlisis se llevaron a cabo por triplicado y en las
tablas de resultados se muestran la media y la desviacién estandar obtenidas de los tres

andlisis correspondientes a tres extracciones diferentes.

El tratamiento de los datos mediante el Test de Analisis de la Varianza
(ANOVA), permite saber si las diferencias entre medias de dos 6 mds grupos son 6 no
son debidas al azar. A partir del ANOVA obtenemos el F-ratio 6 estadistico F de Fisher,
que es el cociente de la estimacién entre los grupos 6 dentro de ellos. Se obtiene en cada
caso el nivel de significacion; si el valor p es menor 6 igual a 0,05, se rechazaria la
hipdtesis nula (que supone que todas las medias son iguales), aceptindose la hipdtesis
alternativa y por tanto la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las

muestras comparadas.

El Test de ANOVA univariante llevado a cabo, permite, una vez que se ha
comprobado la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las
poblaciones comparadas, determinar qué medias son significativamente similares o
diferentes unas de otras, estableciéndose con ellos grupos homogéneos de medias,
utilizando un Test de Contraste Miltiple de Rango. En este caso, el test utilizado ha
sido el Test de Duncan 6 procedimiento de las menores diferencias significativas entre
medias, estableciendo un nivel de confianza del 95% (p<0,05) de manera que se
establecen puntos coincidentes para poblaciones similares y no coincidentes para
poblaciones que presentan variaciones estadisticamente significativas, es decir, que se
atribuyen letras iguales para poblaciones similares y letras diferentes para aquellas con
variaciones estadisticamente significativas. El test de contraste multiple de rango (Test de
Duncan) se emplea para detectar las diferencias estadisticas en el caso de comparar mas

de dos muestras.

Es interesante hacer notar la importancia del rango de variacién, que puede ser
estimada por el Indice de Heterogeneicidad (IH) estimado entre el valor maximoy el

valor minimo, segun lo definido por Allane y Benamara (2010).

82



Materiales y Métodos

El Estudio de las Correlaciones fue llevado a cabo usando el Test de Pearson,
que permite medir la fuerza de la relacién lineal entre variables. Para ello se obtiene un
coeficiente de correlacion para cada par de variables en un rango de -1 a +1, asi como se
establece la significancia estadistica de las correlaciones a un nivel de confianza del 95%

(p-valores menores de 0,05).

Para completar la comparacién entre frutos, se ha llevado a cabo un Anélisis de
Componentes Principales (PCA). Este tipo de andlisis estudia la correlacién entre todos
los resultados obtenidos referentes a la composicion quimica de las muestras analizadas,
considerando como variables a los distintos pardmetros evaluados y como
“componentes” a unas nuevas variables independientes entre si, de manera que unas
pocas variables (componentes principales) permitirdn caracterizar las muestras objeto de
este estudio (frutos silvestres), ya que cada componente estd formado por una

combinacion de variables correlacionadas entre si.

El andlisis de componentes principales establece combinaciones lineales
(componentes principales) de los distintos pardmetros, lo que permite explicar un
determinado porcentaje de la varianza, de forma, que cuantos menos componentes se

necesiten para explicar la varianza mejores resultados obtendremos de este analisis.

Para evaluar las posibles relaciones existentes entre las distintas especies de frutos
silvestres estudiadas también se ha llevado a cabo el Analisis de Tipo ‘“Cluster”
considerando los valores medios obtenidos para cada pardmetro dentro de cada fruto,

expresados sobre sustancia seca.

Los clusters son grupos de observaciones con caracteristicas similares. El
procedimiento aplicado ha sido una clasificacién jerarquica aglomerativa siguiendo el
criterio de War’d (Everitt, 1980). Este procedimiento ha creado un cluster de las 4
especies de frutos silvestres estudiados en las tres temporadas y en las dos localidades de

recogida distintas mediante el método vecino mds cercano (una sola unién).
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Resultados y Discusion - Madrofios

8. Caracterizacion quimica, valor nutritivo y capacidad antioxidante de

los frutos de Arbutus unedo L. (madroinos)

Como se ha comentado previamente, los frutos de madrofio son bayas globosas

con pulpa carnosa y multitud de semillas pequefias en su interior.

Los resultados de su composicion y valor nutritivo se encuentran recogidos en las
tablas 3 a 10, expresados sobre sustancia fresca (ssf), y en las figuras 25 a 35, expresados
sobre sustancia seca (sss), las cuales reflejan la composicién centesimal, el contenido de
azucares solubles, macro y microelementos minerales (K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn),
y otros compuestos bioactivos (vitamina C, carotenoides, compuestos fendlicos), asi
como la medida de la capacidad antioxidante de las muestras por cuatro métodos

analiticos diferentes.

Composicion centesimal

Como era de esperar el componente mayoritario en los frutos de madrofio fue el
agua, que constituyd entre 46-71% (tabla 3), y como media el 56% (tabla 4). Este valor
medio es ligeramente superior al indicado por Ozcan y Haciseferogullari (2007) para
frutos de Arbutus unedo L. del sur de Turquia que es de 53,7%, y ligeramente inferior al
indicado por Barros y col. (2010) que es de 59,7 g/100 g para madrofios procedentes de
Portugal (tabla 4).

La tabla 4 recoge de forma comparativa, los datos bibliogréaficos disponibles hasta
el momento, relativos a composicion nutricional de madrofios junto a los obtenidos en el
presente trabajo, que como se puede observar aporta el estudio mds completo hasta el
momento sobre composicion centesimal y elementos minerales en madrofios. Ganhao y
col. (2010) indicaron un valor de humedad de 71,4% en madrofios procedentes de
Ciceres, valor que coincide con el obtenido en nuestro estudio en la localidad B en el afio
2009 (71,9 g/100 g), muestra que se diferencia significativamente de las demds. En
general, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las
muestras de frutos de madrofio estudiados en cuanto a su contenido acuoso, lo que podria
estar derivado por el lugar y las distintas condiciones ambientales en el momento de
recoleccién, como puede ser la disponibilidad de agua, la luz solar y la exposicién al

viento, lo que contribuye a la desecacion de los frutos.
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Tabla 3. Composicion centesimal y valor calérico en los frutos de Arbutus unedo L. (g/100 g ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Humedad (%) 53,22+299" 47,45+3,86° 59,32+ 1,53° 46,82+1,72" 60,17 +0,39° 71,89 +0,70° 1,65
CDT (%) 26,64 +0,76" 31,55+1,13°  21,07+0,32° 2696+0,65° 17,89+ 1,04 14,11+0,58" 2,42
Fibra total (%) 13,57 +0,63° 1544 +0,65°  1697+0,36° 22,20+028  18,11+020° 10,88+0.23" 2,11
Fibra soluble (%) 2,93 +0,35 2,17 +0,06" 2,42+0,07° 3,71 +0,36° 2,49+0,11"  1,96+0,11° 2,17
Fibra insoluble (%) 10,63 +030° 1326+0,66°  14,55+0,36° 18,55+022"  1562+025 888+0,19° 2,15
Proteinas (%) 0,93 £0,04 1,11 £0,04  0,72+0,10° 1,19+0,18° 0,86+ 0,05 0,58 +£0,05° 2,42
Grasa (%) 0,58 £0,04° 0,58 +£0,00 0,50 £0,06° 0,78 +0,06° 0,76 +£0,05° 0,30 +0,02° 2,94
Cenizas (%) 0,73 £0,05*  1,05+0,08" 0,69 +0,07* 1,06 +0,05" 0,98 £0,04° 0,68 0,01 1,78
Valor calérico (Kcal/100 g) 142,5+0,5° 168,5 +4,5° 1248 £3,6°  164,0 +2,6° 1182 +4,9° 844 +1,0° 2,05

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)
IH: indice de heterogeneicidad

CDT: carbohidratos disponibles totales
Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)



Tabla 4. Datos bibliograficos de composicidn centesimal, azicares y elementos minerales en frutos silvestres de Arbutus unedo L. (ssf)

Valores medios Barrosy col., Ganhioy col., Ozcany Alarcao-E-Silva Ayazy col.,
del presente 2010 2010 Haciseferogullari, 2007 y col., 2001 2000

estudio (Portugal) (Caceres) (Turquia) (Portugal) (Turquia)’
Humedad (%) 56,27 £9,28 59,70 £2,67 71,43 £0,76 53,72 £ 2,10 -
CDT (%) 23,10 £ 6,18 37,81 £0,17 - --- -

Azucares totales (%) 13,77 £ 5,75 16,34 + 0,65 - - 41,98 51,17

Fructosa (%) 9,20 + 4,00 9,76 + 0,59 20,8 +£0,2° 27,8 +0,32°

Glucosa (%) 4,67 + 1,70 4,89 +0,10 12,5 +0,3 21,5+0,18°

Sacarosa (%) 0,10 +0,19 1,69 + 0,02 8,68 +0,03° 1,8 +0,02°
Fibra total (%) 16,28 + 3,67 --- --- --- -- ---
Fibra soluble (%) 2,69 + 0,64 - - --- - ---
Fibra insoluble (%) 13,59 +£ 3,28 --- --- --- -- ---
Proteinas (%) 0,90 £ 0,23 1,25 +0,03 0,77 0,12 1,56 = 0,06 -- -—-
Grasa (%) 0,61 £0,17 0,55+0,16 0,31 +£0,08 0,97 + 0,05 -- -—-
Valor calérico (Kcal/100 g) 134,8 £ 29,3 --- --- --- -- ---
Cenizas (%) 0,87 £0,18 0,69 +0,04 0,33 +0,08 1,31 £0,06 -- -—-
K (mg/100 g) 194 £ 79 --- --- 690 + 78 -- -—-
Na (mg/100 g) 7,59 £2,08 -—- --- 32,45 £ 3,70 -- -—-
Ca (mg/100 g) 69 +23 - - 2307 - —
Mg (mg/100 g) 19,00 £ 11,54 --- --- 60,89 + 5,98 -- -—-
Fe (mg/100 g) 0,927 £ 0,545 - -—- 0,562 + 0,051 -- -
Cu (mg/100 g) 0,122 £ 0,057 --- --- 0,076 £ 0,019 -- -—-
Mn (mg/100 g) 0,087 £ 0,050 --- --- 0,205 + 0,025 -- -—-
Zn (mg/100 g) 0,489 + 0,179 - -—- 0,374 £ 0,044 -- —

CDT: carbohidratos disponibles totales

'A. unedo, var. ellipsoidea

*Valores expresados sobre sustancia seca



Resultados y Discusién - Madrofos

En la mayor parte de las muestras analizadas casi la mitad del peso de los frutos
correspondié a materia seca, en la que se engloba a los diferentes nutrientes. Este
contenido de humedad es en general mds bajo que en la mayoria de las frutas

convencionales, en las que ronda aproximadamente el 75-95% (Souci y col., 2008).

El segundo componente mayoritario de los frutos de madrofio después del agua
son los carbohidratos disponibles totales (CDT) como podemos observar en la figura 25.
En los frutos de madrofio analizados el rango obtenido ha sido de 14,1-31,5 g/100 g y se
ha encontrado un contenido medio de CDT determinados por el método de la antrona, de
23,1 g/100 g, valor que estd por debajo del indicado por Barros y col. (2010), que
muestran un valor de carbohidratos de 37,8 g/100 g, aunque las diferencias pueden estar
debidas a la forma de andlisis y cuantificacién de este pardmetro ya que estos autores lo
calculan por diferencia (tabla 3 y tabla 4). Ademads, en la literatura cientifica hasta el
momento no existen datos sobre la distribucion de los hidratos de carbono de madrofio
entre disponibles y no disponibles. El indice de heterogeneicidad (IH) de CDT que

presentaron estos frutos fue amplio (2,42).
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Figura 25. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicién centesimal en
los frutos de Arbutus unedo L. (g/100 g sss)

El contenido de CDT representa més de la mitad (52,4%) del peso seco de las
muestras, y corresponde al almidén y a azicares solubles como podemos observar en la

figura 25.
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Resultados y Discusion - Madrofios

Los valores de CDT que se encontraron en los frutos recogidos en el afio 2007
fueron superiores a los de los afios 2008 y especialmente a los del 2009, probablemente
debido a la influencia de factores fisiolégicos que intervienen en el proceso de
maduracién de los mismos (tabla 3). El contenido de CDT se correlaciona inversamente
con los niveles de humedad (p<0,05), lo que sugiere a los CDT, como componente mas
representativo de la porcién de materia seca en los frutos de madrofio. Asi, dicho
componente parece estar fuertemente influenciado por el contenido de agua en las
muestras (efecto de dilucién), mientras que otros componentes pueden ser mas
independientes del contenido de humedad en los frutos y sus niveles pueden estar

condicionados por otros factores (figura 26).
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Figura 26. Composicion centesimal media en los frutos de Arbutus unedo L. (g/100 g sss)

La determinacién de los azucares solubles presentes en las muestras estudiadas se
llevé a cabo mediante identificacion y cuantificacion por HPLC, tras extraccion de los
mismos en etanol al 80%, de acuerdo a la metodologia descrita en el apartado 7.3. Los
azucares encontrados en estos frutos, representan la mayor contribucién a los CDT, con

un porcentaje que varia entre el 42 y 80%, de acuerdo con Ayaz y col. (2000). El
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predominio de la fructosa frente a los otros azucares analizados coincide con otros
autores Barros y col. (2010) y Alarcao-E-Silva y col. (2001). El perfil cromatografico
obtenido de una de las muestras se refleja a modo de ejemplo en la figura 27. Se revela
una elevada contribucion de la fructosa seguida por la glucosa y la sacarosa en menor
proporcion, la cual se detecta en niveles cuantificables s6lo en los frutos recolectados en

la temporada 2007 (tabla 5).
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Figura 27. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de azicares solubles en los
frutos de Arbutus unedo L. (temporada 2009, localidad B)
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Tabla 5. Contenido de azicares solubles en los frutos de Arbutus unedo L. (g/100 g ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B
Azicares totales 19,18 £ 1,19 17,96 + 0,77 17,41 £0,33° 17,64 + 0,85 8,61 £0,39° 5,81 +0,14° 3,52
Fructosa 12,34+ 1,17° 11,34 £0,10° 12,10 £ 0,84° 12,69 + 1,96° 5,83 +020° 3,65+ 043" 4,20
Glucosa 6,50 £0,06° 6,13 0,64 530+0,51"° 494+1,11° 2,78 £0,18* 2,34 +0,13" 2,94
Sacarosa 0,34 +£0,08* 0,48 £0,02° nd nd trazas trazas 1,76

Valor promedio (n=3) + desviacién estandar (n-1)
IH: indice de heterogeneicidad

nd: no detectado
Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)
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Los resultados de contenido de azicares solubles totales estuvieron comprendidos
entre 5,81 y 19,2 g/100 g como podemos observar en la tabla 5. La media del total de
azucares es de 13,8 g/100 g ssf (61% de su contenido de CDT). La diferencia entre el
contenido de CDT (23,1 g/100 g) y dicho valor seria de 9,33 g/100 g, y se corresponderia
fundamentalmente al almidén (39% de su contenido de CDT) como podemos observar en

la figura 26.

En comparacién con otras especies, los madrofios muestran un perfil inusual de
azucares solubles. La baja presencia de sacarosa podria ser debida a la hidrolisis
enzimadtica de este azucar en glucosa y fructosa durante el proceso de maduracion, razon
por la cual, las frutas con una alta actividad de la invertasa, como el caqui o las granadas,
llegan a una relacién glucosa/fructosa cerca de 1 (Ayaz y col., 2000). Todas las muestras
de frutos de madrofio analizados en este estudio han mostrado una relacién de
glucosa/fructosa entre 0,39 y 0,64, similar a los resultados presentados por Barros y col.
(2010) que dan una relaciéon de 0,50, lo que significa que la fructosa representa
aproximadamente el doble que la glucosa, con independencia del contenido total de
azucares solubles. De ello, se podria deducir que el contenido de azicares solubles en los
frutos de madrofio no solo estaria condicionado por la hidrélisis de la sacarosa. Ademas,
este perfil puede estar relacionado con el sabor dulce intenso y agradable de los frutos de
madrofio cuando estdn completamente maduros, ya que la fructosa, que constituye mas
de la mitad (66%) del total de azucares solubles, posee un poder edulcorante superior al

de la glucosa y la sacarosa (Hannover y White, 1993).

También es importante destacar la estabilidad en el contenido de azucares totales
y mayoritarios (fructosa y glucosa) en 2007 y 2008. Estos pardmetros han sido
significativamente mas bajos en 2009, pero también relativamente estables entre las dos
localidades en ese afio (p<0,05). En la figura 28, podemos observar la variaciéon de los
azucares individuales por temporada y lugar de recoleccion. A pesar de los diferentes
factores que pueden estar involucrados en el contenido de azicares solubles en los frutos,
en este caso, el contenido de humedad que ha sido mads alto en la temporada 2009, podria
estar relacionado con este hecho, de la misma manera que sucede con los CDT. Destaca
el alto IH encontrado en los niveles de fructosa en este estudio (4,20), lo que indica una

mayor variabilidad que la glucosa y la sacarosa.

En nuestro estudio, obtenemos valores de fructosa que oscilan entre 3,65 y 12,69

g/100 g (tabla 5) dependiendo de la localidad de recoleccién y temporada, lo que se
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corresponde con una media de fructosa de 21,3 g/100 g sss, niveles que se ven reducidos
en el dltimo afio de muestreo. Los contenidos de glucosa han oscilado entre 2,34 y 6,50
g/100 g, y los de sacarosa hasta 0,48 g/100 g, inferiores a los encontrados por otros

autores citados anteriormente.

Barros y col. (2010) indicaron un perfil de azicares similar al descrito
anteriormente, con valores de fructosa de 9,76 g/100 g, de glucosa de 4,89 g/100 g y de
sacarosa de 1,69 g/100 g. Los siguientes autores muestran valores parecidos a los
nuestros si los comparamos con los datos sss: Alarcdo-E-Silva y col. (2001) mostraron un
20,8% de fructosa y 12,5% de glucosa, pero fue superior el valor de sacarosa, 8,68%. En
el estudio de Ayaz y col. (2000) se aprecian valores superiores a los encontrados en este
estudio para la variedad ellipsoidea, 27,8% de fructosa, 21,5% de glucosa y 1,8% de

sacarosa (todos sss).
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Figura 28. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicion de aziicares
solubles en los frutos de Arbutus unedo L. (g/100 g sss)

Los resultados obtenidos el estudio estadistico de correlaciones candnicas
mostraron correlaciones negativas entre humedad-CDT y humedad-azicares (p<0,05), y
fuertes correlaciones positivas entre CDT, azicares totales, y azicares individuales
mayoritarios (fructosa y glucosa), con coeficientes de correlacion superiores a 0,808

(p<0,05).
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La comparacién con otras frutas ha mostrado que la proporcion de los CDT/fibra
total es muy variable entre las diferentes especies. La proporcion en los frutos de
madrofio estd cerca del 60/40, de acuerdo con Herrera (1987), mientras que en otras
frutas los valores de fibra son a menudo mucho menores que los CDT, alcanzando una
proporcién de 90/10 (cereza, 91/9; manzana, 85/15; melocotén, 82/18; uva, 91/9) (Souci
y col., 2008). Este interesante perfil nutricional, con una alta proporcién de fibra en la
fraccién de hidratos de carbono, es similar al de Vaccinium myrtillus L. (ardndano) con

una proporcién de 55/45 y al de Ribes rubrum L. (grosella roja) con 58/42.

El contenido medio de fibra alimentaria que mostraron los frutos de madrofio fue
de 16,3 g/100 g (tabla 4), que representa el 37,8% del peso seco de las muestras (figura
26). La fibra, al igual que los CDT, y sus fracciones soluble e insoluble son pardmetros

que han mostrado una alta variabilidad entre temporadas y localidades (p<0,05).

Como puede verse en la tabla 3, los madrofos pueden ser considerados una fuente
muy interesante de fibra alimentaria. Hasta el momento, no hay otros datos previos que
informen sobre la distribucion de las fracciones de fibra en los frutos analizados en el
presente estudio. Las proporciones de FS/FI, como podemos ver en la figura 26, es de
16/84 como valor medio. La distribucién de las fracciones de fibra FS/FI esta de acuerdo
con el contenido que encontramos en otras frutas cultivadas y silvestres, tales como la
uva (14/86), la pifia (15/85) o la grosella roja (14/86) (Souci y col., 2008). La fibra
insoluble (celulosas en su mayor parte, hemicelulosas y lignina, fundamentalmente) es la
fraccion mayoritaria, aunque el contenido de fibra soluble, incluyendo pectinas, es
también notable. Sus valores son superiores a los encontrados en la mayoria de las frutas,
incluso en las que son ricas en pectinas como las manzanas, citricos, albaricoques,
melocotones o ciruelas entre otras (Souci y col., 2008). La fibra insoluble ha mostrado un
rango muy variable (8,88 a 18,56 g/100 g), mientras que la fibra soluble no muestra tanta

variabilidad con respecto a las distintas localidades y afios (1,96 a 3,71 g/100 g) (tabla 3).

Al igual que otros componentes, la fibra total se correlaciona negativamente con
la humedad (p<0,05, r=-0,635). Ademds mostré correlaciones positivas con la fibra
soluble (p<0,05, r=0,668) y mas fuertemente con la insoluble (p<0,05, r=0,989). La fibra
soluble mostré correlaciones significativas con otros componentes de la fraccién
hidrocarbonada como los CDT (p<0,05, r=0,564), la fructosa (p<0,05, r=0,581) y los
azucares totales (p<0,05, r=0,534), ademads de con la fibra insoluble (p<0,05, r=0,553).
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Respecto a otros pardmetros de la composicidn centesimal de los madrofos fue la
fraccion proteica, una de las fracciones minoritarias, que varié entre 0,58-1,19 g/100 g
dependiendo de la localidad y la temporada, lo que corresponde a una media de 2,15
g/100 g sss (tabla 3). El IH que presentan no es muy alto, 2,42. Los datos referidos en la
literatura se encuentran en un rango similar, con 0,77 g/100 g (Ganhao y col., 2010), o
ligeramente superiores, de 1,25 g/100 g (Barros y col., 2010) y 1,56 g/100 g (Ozcan y
Haciseferogullari, 2007) (tabla 4).

La fraccidn lipidica oscil6 entre 0,30 a 0,78 g/100 g lo que corresponde a una
media de 1,41 g/100 g sss, valor muy similar al encontrado en Barros y col. (2010) que
indica un valor de lipidos de 1,37 g/100 g sss (0,55 g/100 g ssf) para madrofios de
Portugal y al encontrado en Ganhdo y col. (2010) para madrofios de la provincia de
Céceres, que dan un valor de grasa de 0,31 g/100 g (tabla 3 y tabla 4). Ozcan y
Haciseferogullari (2007) muestran un valor lipidico algo superior, de 2,1 g/100 g sss

(0,97 g/100 g ssf) para madrofios de Turquia.

Ambos componentes, tanto la fraccién proteica como la fraccion lipidica, han
mostrado fluctuaciones anuales, pero sin una influencia significativa del contenido de la

humedad en los frutos de madrofio (tabla 3).

El valor energético de los madrofios parece estar influenciado principalmente por
los CDT, que ha sido el macronutriente principal en los frutos. De este modo, las
muestras recogidas en la temporada 2009, aportan menos energia (101,3 Kcal/100 g
como valor medio) en comparacién con las recogidas en la temporada 2008 y 2007

(144,4 y 155,5 Kcal/100 g como valor medio, respectivamente).

Contenido mineral

En las muestras objeto de estudio, se obtuvo un valor de cenizas que oscilé entre
0,7 g/100 g y 1 g/100 g, lo que supone un 1,5 y un 2,5 g/100 g sss. Los valores son

bastante variables entre afios y localidades, como se puede observar en la tabla 6.

Dicho valor es similar al presentado por Barros y col. (2010) que muestran un
valor de cenizas de 0,69 g/100 g, sin embargo, es superior al presentado por Ganhdo y
col. (2010) que aportan un valor de 0,33 g/100 g y ligeramente inferior al presentado por
Ozcan y Haciseferogullari (2007) para la misma especie, 1,31 g/100 g.
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Tabla 6. Contenido de cenizas (g/100 g) y elementos minerales (mg/100 g) en los frutos de Arbutus unedo L. (ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A  Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Cenizas (g/100g) 0,73 £0,05°  1,05+0,08" 0,69 +0,07* 1,06 + 0,05 0,98 +0,04° 0,68 +0,01° 1,78
K (mg/100 g) 79,72 +11,73* 145,75+9,97° 174,71+ 11,78" 323,14 +2347° 21578 +12,13° 161,19+1,74° 4,90
Na (mg/100 g) 6,26 £2,30° 9,94 +1,14° 7,57 £0,31™ 846 +1,13™ 433+026°  8,55+1,58™ 2,60
Ca (mg/100 g) 49,62+3,81° 51,03+3,35 67,79 +5,32° 86,30 +4,17" 104,12 +3,47° 40,54 + 1,05 2,70
Mg (mg/100 g) 9,56+ 1,03 12,23 +0,50 19,11 +0,81°  4585+5,53° 17,97 +£0,56° 13,16 +0,30° 5,63
Fe (mg/100 g) 0,805 +£0,113° 0,860 +0,094°  0,931+0,051° 1,856+ 0,080° 0,505 +0,026" 0,354 £0,001° 5,45
Cu(mg/100g) 0,087 +0,010° 0,103 +0,010° 0,198 +0,001° 0,208 + 0,004 0,083 +£0,005° 0,073 +£0,003* 2,92
Mn (mg/100 g) 0,043 +0,008* 0,065 +0,002° 0,085 +0,006° 0,178 0,014 0,075 £0,001™ 0,038 +0,005* 4,97
Zn (mg/100 g) 0,473 +£0,055° 0,555+0,038" 0,488 £0,042° 0,762 + 0,029° 0,362 +0,020° 0,188 +0,007° 4,30

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)
IH: indice de heterogeneicidad
Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)
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Los resultados del andlisis de los macroelementos (K, Na, Ca, Mg) podemos

observarlos en la figura 29 y los de los microelementos (Fe, Cu, Mn, Zn) en la figura 30.

Entre los macroelementos minerales, se ha puesto de manifiesto un claro
predominio del potasio (79,7 a 323,1 mg/100 g), lo que constituye una media de 67% del
total de macroelementos analizados (tabla 6). El contenido de calcio le sigue en cantidad
(40,5 a 104,1 mg/100 g), lo que representa una media de 24% del total de
macroelementos. El contenido de magnesio no ha sido muy alto, oscila entre 9,56 y 45,85
mg/100 g y representa el 6% del total de macroelementos analizados. Hay que destacar el
bajo contenido de sodio, que aparece como minoritario dentro de los macroelementos,
con valores que oscilan entre 4,33 y 9,94 mg/100 g y representan tan solo el 2,6% del

total de macroelementos analizados (figura 29).
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Figura 29. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicion de
macroelementos minerales en los frutos de Arbutus unedo L. (mg/100 g sss)

Al margen de este trabajo, el unico estudio publicado hasta la fecha sobre
contenido mineral en frutos de madrofio es el de Ozcan y Haciseferogullari (2007), que
indicaron un perfil similar, pero con valores mds altos que los que se presentan en este

estudio, excepto para el Fe, Cuy Zn que se encontraron en rangos similares (tabla 4) .

Entre los microelementos minerales analizados, es importante destacar que en los
madrofios el hierro es el mayoritario, lo que representa mas de la mitad del total de los

mismos, en concreto, un 56% del total, con una media de 0,93 mg/100 g, que equivale a
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1,94 mg/100 g sss (tabla 4). El zinc es el microelemento que le sigue en cantidad con una
media de 0,49 mg/100 g, que equivale a 1,05 g/100 g sss y representa mds de una cuarta
parte del total de los mismos, exactamente un 30% del total. Los microelementos
minoritarios son cobre y manganeso, ambos con una cantidad similar, exactamente una
media de 0,12 y 0,09 mg/100 g respectivamente, lo que equivale a 0,28 y 0,18 mg/100 g

sss y representa un 8% y 5% del total de microelementos respectivamente (figura 30).
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Figura 30. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicion de
microelementos minerales en los frutos de Arbutus unedo L. (mg/100 g sss)

Tanto el contenido de cenizas como la mayor parte de los elementos minerales,
presentaron correlaciones estadisticamente significativas con la fibra total y alguna de sus
fracciones; K, Ca, Fe, Cu y Mn con fibra insoluble (p<0,05, r>0,701); Mg, Fe, Mn y Zn
con fibra soluble (p<0,05, r>0,653). Este hecho podria ser atribuido a una cierta
asociacion de los compuestos que forman parte de la fibra con estos elementos minerales

(Fennema y col., 2000).

El perfil de minerales en los frutos de madrofio es similar a otras bayas silvestres
descritas en la bibliografia (Souci y col., 2008). Los microelementos, también 1llamados
“oligoelementos”, incluyen un gran ndmero de compuestos con actividad fisioldgica y
algunos de ellos son decisivos para llevar a cabo funciones de mantenimiento de la salud
humana (Palmer y col., 2008). Las actividades bioldgicas de Fe, Cu, Mn y Zn, estdn

fuertemente asociadas con la presencia de electrones desapareados que permiten su
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participacion en reacciones redox. Se supone que estos metales traza desempefian un
papel clave en los mecanismos de proteccion por captacion de radicales libres.

Ademads, hay que destacar el contenido de calcio, que aparece como un valor més
alto que en la mayor parte de los frutos silvestres habituales (6-17 mg/100 g en
melocotones y cerezas respectivamente), a excepcion de los frutos de Rosa canina L.
(257 mg/100 g). Por el contrario, el contenido de manganeso es mas bajo que en otras

bayas, como las grosellas rojas (0,24 mg/100 g), de acuerdo a Souci y col. (2008).

El contenido total de cenizas ha sido muy estable en las muestras, sin embargo, el
comportamiento de los distintos elementos minerales estudiados ha sido muy variable.
De esta manera y de acuerdo con el IH, el sodio y el calcio se comportan como los
elementos mds estables, al comparar los frutos de madrofio de las distintas muestras
analizadas, con un IH de 2,6 a 2,7. Por el contrario, el afio de cosecha de las muestras
parece influir en el contenido de potasio, magnesio, cobre, hierro, manganeso y zinc, ya
que son mayores los valores medios obtenidos en el afio 2008 que en el 2007 y 2009
(tabla 6), y con un rango de variaciéon mayor (IH de 2,9 a 5,6). Los micronutrientes
pueden variar ampliamente dependiendo de las condiciones ambientales, como las
precipitaciones, la humedad y el suelo, que pueden influir en estos niveles, ya que
podrian inducir la respuesta de la planta a situaciones fisioldgicas de estrés, en el que los
minerales podrian actuar como cofactores que regulan las vias metabdlicas del vegetal

(Pefiuelas y col., 2008).

Compuestos bioactivos

Dentro de los compuestos bioactivos con actividad antioxidante se han analizado
los contenidos de vitamina C, carotenoides, fenoles totales y las familias de compuestos
fendlicos (4cidos fendlicos, flavonoles y antocianinas). Ademds se ha realizado la
identificacion y cuantificacion por HPLC de los principales 4cidos fendlicos, flavonoles

y antocianinas presentes en estos frutos.

La importancia nutricional de la vitamina C es bien conocida: el 4cido ascorbico
(AA) es un cofactor en numerosas reacciones fisiologicas, y también tiene un alto
potencial redox, solo, o acoplado a otros antioxidantes. En estudios previos en frutos de
A. unedo se encontraron cantidades muy variables de vitamina C y en ningun estudio se

diferencia entre AA y su forma oxidada (ADHA).
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Ademais, la metodologia empleada en muchos de los estudios sobre vitamina C en
frutos silvestres analiza solamente AA, con lo que es muy importante tener en cuenta esta
limitacién para interpretar correctamente los resultados y no subestimar el contenido de
vitamina C de los frutos al considerar como vitamina C total lo que es solo la forma

reducida (AA).

En el presente estudio, la metodologia aplicada (HPLC) es capaz de cuantificar
ambas formas a partir de los cromatogramas obtenidos tras la extraccion de las muestras
objeto de este estudio antes o después de la reduccién con L-cisteina. El perfil

cromatogrifico de una de las muestras lo podemos observar en la figura 31.
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Figura 31. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de vitamina C en los frutos de
Arbutus unedo L. (temporada 2009, localidad A): AA (a), vitamina C total (AA + ADHA
reducido) (b)

Los resultados analiticos obtenidos han mostrado que los niveles de vitamina C en
los madrofios son muy altos con respecto a otros alimentos, oscilan entre 171,7 y 418,9
mg/100 g, dependiendo de la localidad y del afio de maduracién, lo que significa una
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gran variabilidad, principalmente debido al origen de las muestras (tabla 7). Se debe tener
en cuenta los diferentes contenidos de humedad encontrados, dependiendo de las
condiciones geogréficas y estacionales. Estos niveles de vitamina C han sido similares a
los de los frutos silvestres, como Rosa canina, utilizados como una fuente de vitamina C
en infusiones y otros productos (Kharazmi, 2008) (tabla 8). Tanto el IH de la vitamina C
total como del AA son similares (2,60 y 2,68 respectivamente), al contrario del ADHA,
que presenta un valor muy alto debido a la variabilidad que muestra entre temporadas y

localidades (8,43).

El interés nutricional del AA no sé6lo proviene de su actividad como vitamina C,
conjuntamente con su forma oxidada, el dcido dehidroascérbico (ADHA), sino también
porque es un potente antioxidante, por su capacidad de neutralizar los radicales libres de
oxigeno ya sea en el alimento o en el cuerpo humano. De las dos formas activas de
vitamina C (AA y ADHA), en las muestras analizadas ha predominado la forma reducida
(AA) (figura 32). Los datos obtenidos durante los tres afios consecutivos confirman la
presencia de AA como forma predominante (147 a 382 mg/100 g), siendo casi siempre
superior al 90% del contenido total de vitamina C. Por lo tanto, aunque los frutos de
madrofio se consumen a menudo procesados, pueden ser una mejor fuente de

antioxidantes si se consumen frescos.
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Tabla 7. Contenido de vitamina C, carotenoides y compuestos fendlicos en los frutos de Arbutus unedo L. (mg/100 g ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A  Localidad B
Vitamina C total 2389+4,6° 411,7+17,7° 171,7+5,0°  419,0 + 14,3° 238,6+4,9"  2456+85° 2,60
Acido ascérbico 208,6 23" 370,413 147,025 382,177 2323+27°  208,8+4,9 2,68
Acido dehidroascérbico 28,0+2,6™  31,1+5,1% 26,6 +1,5" 342 +25 4,6 +0.4" 34,1 +0,5¢ 8,43
B- caroteno 0,398 £0,031° 0,652 +0,018" 0,257 £0,066" 0,684 +0,124" 0,243 +0,027° 0,808 +0,072° 3,32
Licopeno nd trazas 0,153 + 0,054" trazas 0,154 +£0,015* 0,209 +0,073° 1,37
Polifenoles totales 1618 +26° 1475 + 18¢ 1078 + 13° 1622 + 44" 773 £ 16° 843 +24° 2,09
Acidos fenélicos' 464 + 3* 857 + 4° 644 + 5¢ 945 + 8' 513+£3° 585 + 4° 2,04
Flavonoles’ 25,7+04° 46,6 +0,2¢ 473 +0,2° 45,1 +2,3¢ 489+ 13" 132+0,1° 3,71
Antocianinas’ 1154 +9' 618 +1¢ 434 + 3° 677 £5° 260 + 1° 258 +2° 4,48

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)

IH: indice de heterogeneicidad

nd: no detectado

'Valores expresados como equivalentes de 4cido gélico (EAG)
*Valores expresados como equivalentes de rutina (ER)
*Valores expresados como equivalentes de pelargonidina 3-glucésido (EP3-G)

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)
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Los estudios previos en frutos de A. unedo, recogidos en la tabla 8, han mostrado
cantidades muy variables de vitamina C, y sélo unos pocos informan del contenido de
AA en frutos frescos. Las diferencias entre autores pueden ser debidas al origen de las
muestras, al sistema de conservacion de los frutos, a los métodos analiticos empleados y
también a la forma de extraccion. Los valores encontrados por estos autores son similares
a los valores medios de AA (142 mg/100 g) previamente obtenidos por nuestro grupo de
trabajo analizando madrofos frescos (Ruiz-Rodriguez y col., 2011). Sin embargo, los
valores medios de AA que aqui se presentan, procedentes del andlisis de los frutos
liofilizados son atin mds altos (258 mg/100 g). Este hecho probablemente revela que para
este tipo de frutos la extraccion puede ser mds eficiente cuando se realiza usando el polvo
liofilizado, mejor que la pulpa de muestra fresca donde la homogeneizacién durante la
extraccion es mds dificil. Se comprueba asi que el proceso de liofilizacién en si mismo
no parece afectar a los niveles de vitamina C de estos frutos al llevarse a cabo a -45°C,
vacio y oscuridad, evitando por tanto los factores mas favorecedores de degradacion del

AA, como son: calor, oxigeno y luz UV (Schlueter y col., 2011).

ADHA
(63,63)

N

AA
(592,87)

Figura 32. Valores medios de vitamina C (AA y ADHA) en los frutos de Arbutus unedo L.
(mg/100 g sss)

En cuanto al contenido de ADHA, no se han encontrado datos en la literatura
cientifica disponible referente a frutos de A. unedo. En nuestro estudio se han obtenido
valores que varian entre 4,58 a 34,21 mg/100 g, lo que representa una media de 9,69%

del total de vitamina C.
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Tabla 8. Datos bibliograficos de contenidos de vitamina C, carotenoides, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en frutos silvestres de Arbutus

unedo L. (mg/100 g ssf)

Valores medios Barros y col., Ganhao y col., Pallauf y col., Alarcao-E-Silva y col.,
del presente 2010 2010 2008 2001
estudio (Portugal) (Caceres) (Salamanca) (Lisboa)
Vitamina C total 287,6 £97,0 - --- 6,03 £0,15 ---
Acido ascérbico 258,2 £90,1 6,07 £0,31 -— 5,50 £0,147 346 +7°
ADHA 26,4 +£10,8 -—- --- --- -—--
p- caroteno 0,520 £ 0,021 0,43 £0,04 - 0,025 £ 0,007 70,9 £5,2°
Licopeno 0,173 £ 0,012 nd -—- - -
Polifenoles totales 1235 £363 -—- --- --- -—-
Acidos fenélicos' 668 + 181
Flavonoles® 37,8 £13,9 - --- --- -—-
Antocianinas’ 567 £316 101 1"
Folin-Ciocalteu' 1657 410 428-586" 1460 + 90
ABTS™ 4,48 +3,22 -—- 5,03-6,57* --- -
DPPH" 4,03 £1,35 - - --- -
FRAP* 10,43 + 3,46 -—- -—- --- -—-

ADHA: acido dehidroascérbico

nd: no detectado

'Valores expresados como equivalentes de dcido gilico (EAG)
*Valores expresados como equivalentes de rutina (ER)
*Valores expresados como equivalentes de pelargonidina 3-glucésido (EP3-G)

*Valores expresados como mmol equivalentes de trolox (ET)

5 . .
Valores expresados como equivalentes de catequina

6 .
Valores expresados sobre sustancia seca



Resultados y Discusion - Madrofios

Dentro del grupo de carotenoides cabe destacar el B-caroteno por su actividad
pro-vitamina asi como otros carotenoides responsables del color rojo de algunos frutos
como es el licopeno. En el presente estudio se han identificado y cuantificado por HPLC

licopeno y B-caroteno aunque en bajas cantidades (figura 33).

100.0

76.8 F

537 F

U.A

— -caroteno
Licopeno,, ..

1082 X

73

188 g 3 i 3 B 10 1z 1 1 15 20

Figura 33. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de carotenoides en los frutos de
Arbutus unedo L. (temporada 2009, localidad B)

El B-caroteno, precursor de la vitamina A, ha sido el carotenoide mds abundante
encontrado en los madrofios, con contenidos entre 0,243 y 0,808 mg/100 g. El licopeno
se ha encontrado s6lo en algunos casos, y en niveles muy bajos, siempre inferiores a
0,209 mg/100 g (tabla 7). Barros y col. (2010) muestran valores de (-caroteno de 1,07
mg/100 g sss lo que equivale a 0,43 mg/100 g ssf, entre los que se encuentran nuestros
resultados. Los valores obtenidos de B-caroteno en este estudio son mds altos que los
aportados por Pallauf y col. (2008), que indican un contenido de [B-caroteno 0,025
mg/100 g de porciéon comestible. Asimismo, Alarcdo-E-Silva y col. (2001) indicaron un
aumento del contenido B-caroteno durante el proceso de maduracion de los frutos de 38,1
a 70,9 mg/100 g sss (tabla 8). Los carotenoides pueden ser responsables del color
amarillo de la pulpa de los frutos de madrofio, pero como se demuestra el color rojo del
exterior no se debe a la presencia de licopeno sino que es principalmente debido a la

presencia de otros pigmentos, como los antocianos, que se comentan a continuacion.

Los compuestos fendlicos son un grupo de compuestos, producto del

metabolismo secundario de las plantas, cuyas propiedades antioxidantes juegan un papel
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Resultados y Discusion - Madrofios

importante tanto en la estabilidad de los alimentos, como en los mecanismos de defensa
antioxidante de los sistemas bioldgicos (Nijveldt y col., 2001). Multitud de estudios
indican la importancia de las plantas (ya sean cultivadas o silvestres) en la alimentacion

por su elevado contenido en este tipo de compuestos.

La cantidad y la composicion de compuestos fendlicos presentes en los alimentos
estdn influenciados por el genotipo, por el procedimiento de extraccién y por las
condiciones ambientales. Se sabe que los compuestos fendlicos juegan un papel
importante como antioxidantes en la nutriciéon humana y las diferencias sutiles en la
composicion fenodlica puede ser de considerable importancia desde un punto de vista

nutricional.

El contenido de compuestos fendlicos totales analizados por HPLC en los frutos
de madroio analizados oscilé entre 773 y 1621 mg equivalentes de acido gélico
(EAG)/100 g (tabla 7), y fue muy superior al de muchos frutos considerados como ricos
en fenoles, tales como ardndanos, con 670 mg EAG/100 g (Marinova y col., 2005). La
influencia de la variacion geografica y estacional de los pardmetros nutricionales de los
frutos ya se ha sefialado en estudios previos realizados sobre otras frutas (Fang y col.,

2008).

En cuanto al estudio de familias de compuestos fendlicos, las fracciones
principales en los frutos de A. unedo son los 4cidos fendlicos y las antocianinas, como
puede verse en la figura 34. Los 4cidos fendlicos y sus derivados estan ampliamente
distribuidos en las plantas, y muchos de ellos son metabolitos esenciales. Se encuentran
de forma natural en combinacién con otros compuestos, por lo general en forma de
ésteres (Krygier y col., 1982). Las cantidades de &4cidos fendlicos en los frutos de A.
unedo oscilaron entre 463 y 944 mg EAG/100 g, y la fraccién de antocianinas entre 258
y 1154 mg equivalentes de pelargonidina 3-glucésido (EP3-G)/100 g. Por dltimo, el
contenido de flavonoles ha variado entre 13 hasta 49 mg equivalentes de rutina (ER)/100
g. Tanto los 4cidos fendlicos como las antocianinas contribuyen de forma similar al total
de compuestos fendlicos, los primeros contribuyen con un 54% y los segundos con un
43% como valores medios; el resto (3%) se corresponde con la fraccién de flavonoles. El
IH oscil6 entre 2,04 en los dcidos fendlicos, 3,71 en los flavonoles y més alto, 4,48 en las

antocianinas.

En la bibliografia consultada encontramos valores muy inferiores a los

encontrados en nuestro estudio. Alarcao-E-Silva y col. (2001) indicaron valores de
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Resultados y Discusién - Madrofos

antocianinas muy inferiores a los nuestros (101,0 mg/100 g sss) pero la determinacién la
hacen mediante un cdlculo matematico a partir de la medida directa de la absorbancia a
535 nm, método menos especifico que el empleado en este estudio. Este valor tan bajo

también puede ser debido a que los frutos no estuvieran suficientemente maduros (tabla

8).
A B A B A B

2007 2007 2008 2008 2009 2009

pd

® Acidos fendlicos Flavonoles B Antocianinas

Figura 34. Variaciones por temporada y lugar de recoleccion de la composiciéon de compuestos
fendlicos en los frutos de Arbutus unedo L. (mg/100 g sss)

Para el andlisis de compuestos fendlicos por HPLC en las muestras de frutos de A.
unedo, la identificacion de los picos de las distintas familias (figura 35) de compuestos se
realiz6 mediante la comparacion de sus tiempos de retencién con la literatura cientifica
disponible en frutos iguales o similares, y su cuantificacién se realizé con estdndares
comerciales de los mismos. Los resultados de la identificacion tentativa de los picos en

los frutos estudiados se muestran en la tabla 9.
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Identificacion de picos: 1, dcido gdlico; 2, derivado de 4cido gdlico; 3, miricetina 3-xildsido; 4, quercetina 3-xildsido; 5, quercetina 3-rutindsido; 6, quercetina 3-
ramndsido; 7, delfinidina 3-galactdsido; 8, cianidina 3-glucdsido; 9, cianidina 3-arabindsido

Figura 35. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de compuestos fendlicos en los frutos de Arbutus unedo L. (temporada 2007, localidad B)
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En los cromatogramas obtenidos a partir de los frutos de A. unedo (figura 35), a
280 nm aparecieron dos compuestos principales, uno de ellos fue identificado como
acido gélico por comparacién con su estdndar comercial y el otro compuesto que eluye a
6,88 min mostré un espectro UV-Visible similar al dcido galico y ha sido identificado
por diferentes autores como un derivado de 4cido gélico, la teogalina (4cido 3-O-
galloilquinico) por andlisis HPLC-MS (Pawlowska y col., 2006; Pallauf y col., 2008).
Segtin Ayaz y col. (2000), el 4dcido gélico es el 4cido fendlico predominante en los frutos

maduros de A. unedo, con niveles de 10,7 mg/g sss (1070 mg/100 g sss).

A 360 nm se han identificado tentativamente cuatro compuestos principales que
han sido indentificados como miricetina 3-xildsido, quercetina 3-xil6sido, quercetina 3-
rutinésido y quercetina 3-ramnésido, de acuerdo a sus tiempos de retencién y a los
maximos de absorcién en el espectro UV-Visible (Pallauf y col., 2008). No se detectd

ningun derivado del 4cido eldgico debido al tipo de extraccién aplicada.

A 520 nm, se han identificado tentativamente tres compuestos, delfinidina 3-
galactésido, cianidina 3-glucésido y cianidina 3-arabindsido, por comparacion de este
perfil de antocianinas y los maximos de absorcion en el espectro UV-Visible con las que
se encuentran en la literatura para este fruto (Pawlowska y col., 2006; Pallauf y col.,
2008) lo que concuerda con estudios de Pallauf y col. (2008), que indica que la
composiciéon de las antocianinas se caracteriza por la presencia de glucésidos de

cianidina y delfinidina, responsables del color de las frutas.

Como se muestra en la tabla 9, el 4cido gélico fue el compuesto mds abundante en
los frutos de madrofio con una media de 384 mg EAG/100 g. Ademads, son una excelente
fuente de flavonoides antioxidantes; las antocianinas son el grupo mds abundante, y
destaca la cianidina 3-glucésido (356 mg EP3-G/100 g). Dichos valores fueron més altos
que los reportados por Pawlowska y col. (2006) y Pallauf y col. (2008). Ademads, los
derivados de la quercetina son los flavonoides mds abundantes en estos frutos que oscilan

entre 2,71 y 13,40 mg ER/100 g.
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Tabla 9. Acidos fendlicos, flavonoles y antocianinas identificados y cuantificados en los frutos de Arbutus unedo L.

Nidmero de pico Detf:;il()’m A (nt?n) Compuesto % Area del pico (imrj:) CO?I::!;;&(:)Z;&O
Acido fenélicos (280 nm)
1 280 4,97 dcido gdlico 68,58 270 383,89 £ 114,90
2 6,88 derivado de 4cido gélico 26,19 275 150,01 + 58,48
Flavonoles (360 nm)
3 360 18,32 miricetina 3-xildésido 11,22 345 12,65 + 10,73
4 22,04 quercetina 3-xilésido 10,78 360 2,71 +1,98
5 25,67 quercetina 3-rutinésido 29,20 355 13,40 £ 0,32
6 27,46 quercetina 3-ramndsido 18,77 355 7,25 +4,85
Antocianinas (580 nm)

7 520 2491 delfinidina 3-galactésido 8,63 280, 525 88,95 +43,16
8 27,07 cianidina 3-glucésido 80,19 275, 520 355,98 + 144,22
9 29,59 cianidina 3-arabindsido 11,18 275, 520 72,47 + 50,96

tr. tiempo de retencion
'Contenido medio obtenido para cada compuesto en cada lugar de recoleccién y en tres temporadas consecutivas
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Los 4cidos fendlicos se correlacionaron significativamente con la fibra total
(p<0,05, r=0,599), la fibra soluble (p<0,05, r=0,481) y la insoluble (p<0,05, r=0,577). Sin
embargo, los flavonoles se correlacionan con la fibra total y la insoluble (p<0,05,
r>0,806), mientras que las antocianinas lo hacen débilmente con la fibra soluble (p<0,05,
r=0,496). Estas correlaciones pueden atribuirse a la posible asociacién entre los
compuestos fendlicos y la fibra en los tejidos vegetales, ya indicada en estudios previos
(Saura-Calixto y col., 2007). Asimismo, los 4cidos fendlicos se correlacionaron con casi
todos los elementos minerales estudiados, excepto con el Ca (p<0,05, r>0,603), mientras
que los flavonoles sélo se correlacionaron con Ca, Cu, Mn y Zn (p<0,05, r>0,524) y
antocianinas solamente con el Zn (p<0,05, r=0,479). Este hecho podria deberse a la
mayor capacidad de los dcidos fendlicos de formar sales con dichos elementos minerales,
encontrandose por tanto, asociados a ellos en los frutos. Igualmente, fueron los 4cidos
fendlicos los tunicos que presentaron correlacion significativa con la vitamina C y sus dos

formas activas (p<0,05, r>0,503).

Capacidad antioxidante in vitro

Como hemos descrito anteriormente, la capacidad antioxidante en los frutos de A.
unedo fue valorada por cuatro métodos diferentes in vitro: Folin-Ciocalteu, ABTS™,

DPPH’ y FRAP.

Tal como aparece en la tabla 10, al aplicar el método de Folin-Ciocalteu en los
madrofios se obtuvieron valores de fenoles totales entre 1351 y 1974 mg EAG/100 g,
excepto en la localidad B del ano 2009 que fue de 951 mg EAG/100 g, probablemente,
debido a la alta humedad en esta muestra (tabla 3). También, podemos observar que los
valores de la temporada 2009 fueron significativamente inferiores a los obtenidos en
2007 y 2008 (tabla 10), lo que confirma la influencia de las condiciones ambientales en

la composicién y por tanto en la capacidad antioxidante de los frutos.

Al comparar nuestros resultados con los publicados por otros autores, podemos
observar que hay bastantes diferencias entre todos, debido a las diferentes unidades y
formas de expresar los resultados, por lo que no es facil establecer comparaciones. Los
resultados obtenidos en este estudio estdn en el rango de los que presentan autores como
Alarcao-E-Silva y col. (2001) (1460 mg/100 g sss para frutos procedentes de Lisboa) o
Isbilir y col. (2012) (1214 a 1429 mg EAG/100 g extracto ya sea acuoso o metandlico

respectivamente), mientras que otros autores mostraron valores inferiores a los del
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presente estudio: Ganhdo y col. (2010) indicaron 428, 472 o 586 mg EAG/100 g ssf,
seglin sea el extracto utilizado etandlico, acuoso o metandlico; Turker y col. (2012)
sefalaron 167 y 728 mg EAG/100 g ssf, ya sea el extracto empleado etanol o acetona; y
Serce y col. (2010) presentaron 387 mg EAG/100 g.

Las diferncias en el contenido de compuestos fendlicos también podrian ser
atribuidas al estado de maduracion de los frutos, ya que éstos van aumentando a medida
que avanza este proceso, como ha sido demostrado por Oliveira y col. (2011), que
encontraron 2535 mg EAG/100 g de extracto en madrofios inmaduros, 2681 mg
EAG/100 g de extracto en madrofios maduros y 4826 mg EAG/100 g de extracto en

madrofios de maduracion intermedia.

En cuanto a los demés métodos de medida de la capacidad antioxidante aplicados,
podemos observar una gran estabilidad en los resultado obtenidos al aplicar el método
DPPH’ en la localidad A de los tres afios objeto de estudio, y lo mismo ocurre con el
método FRAP en las temporadas 2007 y 2009. En el resto de anélisis, existe una gran
variabilidad en el valor de la capacidad antioxidante dependiendo del lugar de recogida y
del afio de cosecha. En el método de FRAP hemos obtenido valores mas altos, de 8,00 a
17,72 mmol equivalentes de trolox (ET)/100 g que en el método ABTS™, en el que
hemos obtenido resultados que oscilan entre 1,22 a 10,65 mmol ET/100 g y por ultimo, el

método DPPH’ ha reflejado valores mds bajos, de 2,78 a 6,54 mmol ET/100 g.

Los valores de ABTS™ obtenidos en el presente estudio se encuentran en el rango
de los encontrados en otros estudios como el de Ganhdo y col. (2010) que nos muestran
valores que varian, desde 6,57 mM ET/100 g a 5,11 mM ET/100 g y a 5,03 mM ET/100
g ssf segln sea el extracto utilizado acuoso, metandlico o etandlico. Serce y col. (2010)
publicaron para frutos recolectados de A. unedo en la regién mediterrénea de Turquia
valores de capacidad antioxidante medida por el método FRAP de 2,66 mmol ET/100 g,
una menor capacidad antioxidante en comparacion con las distintas muestras de madrofio

presentadas en este trabajo.
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Tabla 10. Capacidad antioxidante en los frutos de Arbutus unedo L. (ssf)

2007 2008 2009
IH

Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Folin-Ciocalteu' 1973 £152¢ 1974 + 123¢ 1736 £80° 1955 + 198% 1351 £123° 952 +49° 2,39

ABTS™** 529+0,52° 1,22 +0,09° 5,14+021° 10,65 +0,28° 1,77 £0,40® 2,42 +0,07° 9,37
DPPH” 3,70+ 0,17° 4,38 +£0,07° 3,51£027° 6,54 +0,24° 3,27 +0,28° 2,78 +£0,10° 2,53
FRAP’ 9,86 +0,49° 845 +0,45" 8,40+0,12* 17,72 +0.27° 10,12 +0,18° 8,00 +0,17° 2,30

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)

IH: indice de heterogeneicidad

'Valores expresados como mg equivalentes de dcido gilico (EAG)/100 g

*Valores expresados como mmol equivalentes de trolox (ET)/100 g

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)
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Todos los métodos de medida de capacidad antioxidante en estos frutos muestran
una importante correlacién con la fibra total (p<0,05, r>0,475) y la fibra soluble (p<0,05,
>0,576), ademds de con los microelementos minerales Fe (p<0,05, r>0,657) y Zn
(p<0,05, r>0,711) y también con los fenoles totales por HPLC (p<0,05, r>0,497). Los
métodos ABTS™, DPPH’ y FRAP se correlacionan también con la fibra insoluble
(p<0,05, r>0,546) y los macroelementos minerales K (p<0,05, r>0,593) y Mg (p<0,05,
r>0,831). También los métodos DPPH" y FRAP muestran correlacién con la vitamina C
(p<0,05, r>0,575) y unicamente el método DPPH" se correlaciona con los demds métodos
de capacidad antioxidante aplicados en este estudio Folin-Ciocalteu (p<0,05, r=0,600),
ABTS™ (p<0,05, r=0,777) y FRAP (p<0,05, r=0,891). La existencia de correlaciones
entre los distintos componentes con accion antioxidante entre si podria explicarse por el
efecto sinérgico que puede ocurrir entre ellos, preservandose mutuamente de la
oxidacién. Como ya se ha comentado anteriormente, las correlaciones con la fibra
pueden atribuirse a la posible asociacion entre ella y los compuestos fendlicos en los
tejidos vegetales, mientras que las correlaciones entre éstos y elementos minerales
pueden deberse a la formacion de sales entre ellos. Los resultados del ensayo de Folin-
Ciocalteu se correlacionan con los fenoles totales por HPLC (p<0,05, r=0,851),
flavonoles (p<0,05, r=0,491) y antocianinas (p<0,05, r=0,729). El método ABTS™ se
correlaciona con los fenoles totales por HPLC (p<0,05, r=0,571); el método DPPH" con
los fenoles totales por HPLC (p<0,05, r=0,711) y los 4cidos fendlicos (p<0,05, r=0,818)
y el método FRAP con los fenoles totales por HPLC (p<0,05, r=0,497) y los &cidos
fendlicos (p<0,05, r=0,580).
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9. Caracterizacion quimica, valor nutritivo y capacidad antioxidante de

los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (majuelas)

Los resultados de composicion y valor nutritivo de las majuelas o majoletas se
pueden observar en las tablas 11 a 18, expresados sobre sustancia fresca (ssf), y en las
figuras 36 a 45, expresados sobre sustancia seca (sss), las cuales reflejan la composicion
centesimal, el contenido de azicares solubles, los macroelementos (K, Na, Ca, Mg) y
microelementos minerales (Fe, Cu, Mn, Zn), compuestos bioactivos tales como la
vitamina C, los carotenoides y los compuestos fendlicos, asi como la medida de la
capacidad antioxidante de las muestras por cuatro métodos diferentes. Tal como se ha
hecho en el capitulo anterior, las tablas 12 y 16 dan una visién comparativa de los datos
bibliogréficos disponibles hasta el momento junto con los aportados por el presente

estudio.

Composicion centesimal

El agua, componente mayoritario de estos frutos, constituye entre un 56,9 g/100 g
y un 80,8 g/100 g (tabla 11), y es el pardmetro mas estable de la composicién centesimal
(IH=1,67). El valor medio de humedad entre todas las localidades y temporadas fue de
69,8 g/100 g. De ello, se deduce que en las majuelas el 30,16% corresponde a materia
seca, en la que se engloba a los diferentes nutrientes. Este valor de humedad es
ligeramente superior al indicado por Barros y col. (2011) en frutos maduros de esta
misma especie procedentes de Braganca (Portugal) (59,8 g/100 g), como puede
observarse en la tabla 12. Egea y col. (2010), por su parte, nos muestran un valor de
humedad de 73,5%, en frutos de Crataegus monogyna Jacq. recogidos en distintas zonas
de la provincia de Albacete, muy similar al indicado por Ganhao y col. (2010) para frutos
de esta misma especie de la provincia de Caceres (71,2%), valores que se encuentran
dentro del rango de los obtenidos en nuestro estudio. Boudraa y col. (2010) muestran
para frutos de esta misma especie procedentes de Argelia un contenido de agua muy
inferior al obtenido en el resto de la bibliografia consultada, 35,5%, lo que corresponde a
frutos muy secos, y por tanto, no representativos de los que habitulamente se consumen.
Por su parte, Ozcan y col. (2005) sefialan un contenido de humedad de 64,3 g/100 g para
frutos de Crataegus spp. recogidos en Turquia, valor ligeramente inferior a los de nuestro

estudio.
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Tabla 11. Composicién centesimal y valor caldrico en los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (g/100 g ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Humedad (%) 56,93 +4.21° 80,78 +7,89° 7020+ 1,06° 73,23+0,60° 70,18 +0,68" 67,69+0,33" 1,67
CDT (%) 1564 £ 1,11 9,78 +0,47° 16,05+0,25° 14,40+0,23° 15,54 +097™ 16,05+096° 1,83
Fibra total (%) 21,98 +0,24" 7,69 +0,18" 10,61 +0,19° 9,27 +0,27° 11,64 0,34 1243+026° 294
Fibra soluble (%) 6,77 £0,07° 2,18 +0,11°* 3,02+0,04°  2,20+0,07° 2,34+0,25" 3,43+023 3,20
Fibra insoluble (%) 14,83 +0,47° 551+0,15° 7,59 +£0,17° 6,84 0,39 930+0,59 9,40+049° 2,78
Proteinas (%) 1,43+0,12° 0,42 +0,02" 0,75 +0,02° 0,56 + 0,00 0,60 +0,04° 0,61 +0,00° 3,95
Grasa (%) 0,79 +0,06° 0,33 +0,00" 0,44 £0,01° 0,62 +0,03° 0,55+0,04° 0,57 +0,03° 2,49
Cenizas (%) 2,61 £0,17° 1,88 +0,00° 1,36 £0,04° 1,10 +0,04° 1,64 £0,06° 1,67+0,04° 2,58
Valor calérico (Kcal/100 g)  119,5+4,0° 58,1 +0,6" 92,8 +24°  84,1+0,1° 92,8 +43° 943 +1.2° 2,12

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)

IH: indice de heterogeneicidad

CDT: carbohidratos disponibles totales

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)



Tabla 12. Datos bibliograficos de composicidn centesimal, azicares y elementos minerales en frutos silvestres de Crataegus monogyna Jacq. (ssf)

Valores medios Barrosy col., Boudraay col., Egeaycol, Ganhioycol., Ozcany col.,
del presente 2011 2010 2010 2010 2005
estudio (Portugal) (Argelia) (Albacete) (Caceres) (Turquia)1
Humedad (%) 69,84 + 7,94 59,76 £ 5,35 3552+3,40 73,49+035 71,26+0,27 64,26
CDT (%) 14,35 + 0,88 37,40 £ 0,09 -—- --- -—- ---
Azicares totales (%) 12,43 £ 2,30 22,56 £ 0,43 --- --- --- ---
Fructosa (%) 2,94 £ 0,65 4,09 £0,05 -— -— -— -
Glucosa (%) 9,47 +£2,05 17,88 +0,37 - - -— -
Sacarosa (%) 0,05 +0,13 0,27 £0,01 - --- --- ---
Fibra total (%) 11,83 £ 4,60 - - -— - -
Fibra soluble (%) 3,18+ 1,49 --- - --- --- ---
Fibra insoluble (%) 8,94 +£3,22 --- - --- --- ---
Proteinas (%) 0,74 £0,35 1,37 £0,08 -—- -—- 1,09 £ 0,03 0,89
Grasa (%) 0,55+0,14 0,24 £ 0,00 -— -— 0,52 +0,14 0,31
Valor calérico (Kcal/100 g) 90,3 +19,0 --- --- --- --- -
Cenizas (%) 1,64 £ 0,46 1,31 £0,02 3,22 +£0,05 --- 1,19 £0,12 0,81
K (mg/100 g) 310 £ 105 -—- 1093 £ 20 -—- -— 484 + 18
Na (mg/100 g) 5,72 £2,58 - - - -—- 11,16 £ 0,48
Ca (mg/100 g) 182 £ 67 -—- 267 +6 -—- -—- 109 =7
Mg (mg/100 g) 39,13 £ 12,38 - 100,92 £ 9,95 - -— 53,70 £4,29
Fe (mg/100 g) 0,789 + 0,357 -—- 2,637 0,019 --- -—- 1,171 £ 0,088
Cu (mg/100 g) 0,186 + 0,047 - - -— - -
Mn (mg/100 g) 0,210 £ 0,103 --- 0,980 + 0,161 --- -—- ---
Zn (mg/100 g) 0,403 £ 0,137 --- 0,206 = 0,006 --- -—- ---

CDT: carbohidratos disponibles totales

'Crataegus spp.
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Los contenidos de CDT en los frutos de majuelo medidos por el método
colorimétrico de la antrona, se reflejan en la tabla 11. El contenido de CDT en las
distintas temporadas y afios analizados en nuestros frutos también presentd poca
variabilidad. Destaca el bajo contenido en los frutos recolectados en la localidad B del
afio 2007 (9,78 g/100 g), debido a su alto contenido de humedad. Los demds valores se

mantienen constantes (14,40 a 16,05 g/100 g), como podemos observar en los datos sss

A B A B A B

2007 2007 2008 2008 2009 2009

en la figura 36.
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Figura 36. Variaciones por temporada y lugar de recoleccion de la composicién centesimal en
los frutos de Crataegus monogyna Jacq (g/100 g sss)

La fraccién de hidratos de carbono represent$ casi la mitad (49%) del peso seco
de las muestras, de los cuales el 86% corresponden a azucares solubles (fructosa, glucosa
y sacarosa principalmente) y el resto, el 14%, al almidén (figura 37). En la bibliografia
consultada, se encontraron valores superiores de CDT 37,40 g/100 g (Barros y col.,
2011), esta diferencia puede ser debida a la diferente metodologia empleada, ya que en
algunos casos los valores presentados corresponden a la estimacion de los CDT por

diferencia.
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Figura 37. Composicion centesimal media en los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (g/100 g

SSS)

La glucosa fue el azicar mayoritario en las majuelas, con un contenido medio de
9,47 ¢/100 g, lo que equivale a 32,71 g/100 g sss y representa el 77% del total de
azucares solubles. El contenido medio de fructosa fue de 2,94 g/100 g, lo que equivale a
9,67 g/100 g sss y representa el 22,72% del total de azicares solubles. El azicar
minoritario en los frutos de C. monogyna analizados fue la sacarosa (0,05 g/100 g), que
representa tan solo el 0,38% del total de los azicares solubles (tablas 12-13 y figuras 37-

39).
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Figura 38. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de aziicares solubles en los
frutos de Crataegus monogyna Jacq. (temporada 2007, localidad A)

Como se ha comentado anteriormente, muchos frutos presentan proporciones
similares de glucosa y fructosa. Por el contrario, los frutos de majuelo presentan una
proporcién media de glucosa/fructosa de aproximadamente 3/1, lo que concuerda con los
datos de Barros y col. (2011) en los que la glucosa es superior a la fructosa pero con una
proporcién 4/1, y los niveles de sacarosa son despreciables. Este comportamiento,
inverso a lo que se coment6 para los madrofios, podria indicar, como en aquel caso, la
influencia de otros factores distintos de la simple actividad invertasa en los contenidos de

glucosa y fructosa en estos frutos.

De forma andloga, el estudio de Barros y col. (2011), nos muestra un contenido
de glucosa y fructosa para frutos muy maduros de C. monogyna, de 17,88 g/100 g y 4,09

g/100 g respectivamente, valor superior al que obtenemos en este estudio.
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Tabla 13. Contenido de aziicares solubles en los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (g/100 g ssf)

2007 2008 2009
IH

Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Azicares totales 13,47 +£0,43* 8,39 +1,02° 15,00 +0,84° 12,84 +0,53" 11,28 +0,31" 13,58 + 1,58° 2,03

Fructosa 3,63+0,34° 1,78 +£0,24* 2,96 +0,02° 3,09 +0,26™ 3,19+£0,16™ 2,64 +0,44° 2,47
Glucosa 942 +0,10° 6,61 +0,79" 12,73+ 0,16 9,75 +0,27% 8,04 +£0,15° 10,95+1,14¢ 1,79
Sacarosa 0,42 +0,04° nd nd nd trazas nd 1,15

Valor promedio (n=3) + desviacién estandar (n-1)

IH: indice de heterogeneicidad

nd: no detectado

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de rango miiltiple (Test de Duncan)
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Figura 39. Variaciones por temporada y lugar de recolecciéon de la composicion de

azucares solubles en los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (g/100 g sss)

Dentro de la fraccién de carbohidratos hay que destacar su contenido de fibra
alimentaria, soluble e insoluble. Resalta, como en el resto de las determinaciones
(excepto en los CDT) la muestra procedente de la localidad A del afio 2007, con un
contenido de fibra total de 21,98 g/100 g. El resto de localidades oscil6é entre 7,69 y
12,43 g/100 g (tabla 11). El contenido medio de fibra soluble fue de 3,18 g/100 g, y el de
fibra insoluble de 8,94 g/100 g, y representaron un 27% y 73% sss respectivamente sobre
el contenido de fibra alimentaria total (figura 37). Estos datos son novedosos, pues, al
igual que en el caso de los madrofios, la distribucion de las fracciones de fibra en fibra

soluble y fibra insoluble no ha sido, hasta la fecha, estudiada.

El contenido de proteinas resultd ser un pardmetro poco variable entre las
diferentes localidades y temporadas, a excepcion de los frutos de la localidad A del ano
2007 que presentaron un valor mayor que el resto, como ocurre con las demds
determinaciones (tabla 11). El contenido proteico fue bajo, oscilé entre 0,42 y 1,43 g/100
g. Dicho valor es superior al aportado por Barros y col. (2011) que muestran un valor de
proteinas de 1,37 g/100 g para frutos maduros de C. monogyna procedentes de Braganca
(Portugal). El estudio de Ganhdo y col. (2010) muestra un valor de proteinas de 1,09
g/100 g en majoletas procedentes de Céceres, valor entre los que se encuentran los datos
de nuestro estudio. También, es similar al aportado por Ozcan y col. (2005) para frutos

de Crataegus spp., 0,89 g/100 g (tabla 12).
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El contenido lipidico en los frutos de majuelo estuvo comprendido entre 0,33 y
0,79 g/100 g (tabla 11). Nuestros datos son superiores a los presentados en el estudio de
Barros y col. (2011) (0,24 g/100 g) y de Ozcan y col. (2005) (0,31 g/100 g), mientras que
Ganhao y col. (2010) nos muestran un contenido de grasa de 0,52 g/100 g similar a los

resultados de este estudio (tabla 12).

En cuanto al contenido energético encontrado en nuestros frutos objeto de estudio

vari6 entre 58,1 y 119,5 Kcal/100 g (tabla 11).

Se encontraron correlaciones positivas, estadisticamente significativas (p<0,05)
entre la mayor parte de los componentes mayoritarios de los frutos: hidratos de carbono
(incluyendo azucares totales, fructosa y glucosa), fibra total y fibra insoluble, grasa, asi
como con la energia, mientras que casi todos estos pardimetros estuvieron negativamente
correlacionados con la humedad de los frutos. Ello indica que en los frutos de majuelo, la
humedad es un pardmetro determinante de su mayor o menor valor nutritivo, siendo los

contenidos relativamente constantes cuando se refieren a materia seca.

Contenido mineral

Para estudiar el contenido mineral de las muestras objeto de estudio se llevo a
cabo la determinacion del contenido de cenizas, que oscil6 entre 1,10 y 2,61 g/100 g, lo
que representé de un 4,12 a un 9,78 g/100 g sss (tabla 14). El andlisis de los
macroelementos (K, Na, Ca, Mg) (figura 40) y los microelementos minerales (Fe, Cu,
Mn, Zn) (figura 41) proporcioné resultados variables segun el afio y la localidad, con

indices de heterogeneicidad de hasta 7,83.
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Tabla 14. Contenido de cenizas (g/100 g) y elementos minerales (mg/100 g) en los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (ssf)
2007 2008 2009
IH
Localidad A  Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B
Cenizas (%) 2,61+0,17° 1,88 +0,00° 1,36 +0,04° 1,10 + 0,04* 1,64 +0,06° 1,67 +0,04° 2,58
K (mg/100 g) 32831 +0,67° 11593+421*  337,85+3,459 249,33 +14,56" 434,61 £6,19° 365292629 391
Na (mg/100 g) 530+0,55*  2,03+0,19° 6,52 + 1,00° 9,08 + 0,84 8,59 +091¢ 4,86 + 0,08 526
Ca (mg/100 g) 236,65+ 1,33 53,13 +£2,35" 165,65 +2,89" 148,14+0,18" 200,28 + 11,72 257,78 +14,50° 491
Mg (mg/100 g) 41,34 +£023° 12,72 + 1,25 43,19 £0,44° 33,54 +0,92° 50,16 £3,60° 47,12 +3,81% 4,48
Fe (mg/100 g) 0,849 +£0,001° 0,279 £0,002* 0,575 +0,016" 0,850 + 0,080° 1,347 £0,076" 0,634 +0,026° 5,09
Cu (mg/100 g) 0,202 +0,015" 0,087 +£0,004* 0,179 +£0,000° 0,235+ 0,019 0,193 +0,013" 0,191 £0,018" 2,95
Mn (mg/100g) 0,291 £0,003° 0,048 +0,003* 0,188 +0,004° 0,142 +0,013 0,339 +0,027° 0,285+0,006° 7,83
Zn (mg/100 g) 0,530 +0,028" 0,191 +0,006° 0,580 +0,021° 0,425 + 0,029 0,412+0,010° 0270+0,010° 3,19

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)

IH: indice de heterogeneicidad

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de contraste de rango multiple (Test de
Duncan)
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Como era de esperar, los frutos recolectados en la localidad A de la temporada
2007 presentaron un mayor contenido de cenizas, asi como de la mayor parte de los
macro y de los microelementos minerales analizados. En la bibliografia consultada,
Ganhido y col. (2010) muestran un contenido de cenizas de 1,19% para frutos de esta
misma especie procedentes de Cdceres, y Ozcan y col. (2005) un valor de 0,81% que se
encuentra dentro del rango de los obtenidos en nuestro estudio. Barros y col. (2011)
aportan un dato de cenizas para frutos de esta misma especie de 1,31 g/100 g, dato
ligeramente inferior al obtenido en nuestro estudio, mientras que Boudraa y col. (2010)

indican un valor superior al presente estudio (3,22 g/100 g).

Los contenidos de macroelementos (K, Na, Ca, Mg) y microelementos minerales
(Fe, Cu, Mn, Zn) en los frutos de majuelo, se reflejan en la tabla 14. El potasio es el
elemento que predomina sobre los demds minerales estudiados con una media de 310
mg/100 g, lo que equivale a 1 g/100 g sss (tabla 12). Representa mas de la mitad del total
de macroelementos minerales analizados, exactamente un 58,5% del total, como es
caracteristico en los alimentos de origen vegetal (figura 40). Le sigue en cantidad el
calcio, con una media de 182 mg/100 g que representa un 33,1% del total de
macroelementos (figura 40). El contenido de magnesio no ha sido muy elevado, con una
media de 39 mg/100 g, que representa un 7,2% del total. El sodio ha sido el
macroelemento minoritario con un contenido medio de 5,7 mg/100 g y representa s6lo un

1,2% del total de los cuatro macroelementos minerales estudiados (figura 40).

Los datos encontrados en este estudio concuerdan con la bibliografia consultada.
Por ejemplo, Boudraa y col. (2010) para majoletas de Argelia muestran como
macroelemento mayoritario el K con 1695 mg/100 g sss (1093 mg/100 g ssf), seguido
por el Ca con 414 mg/100 g sss (267 mg/100 g ssf) y como minoritario muestran el Mg
con 156 mg/100 g sss (101 mg/100 g ssf). De la misma forma, en el estudio de Ozcan y
col. (2005) para frutos de Crataegus spp. indican como macroelemento mayoritario el K
con 1353 mg/100 g sss (484 mg/100 g ssf), seguido por el Ca con 305 mg/100 g sss (109
mg/100 g ssf) y por el Mg con 150 mg/100 g sss (53,7 mg/100 g ssf) y como minoritario,
al igual que muestran nuestros resultados, el Na con valores medios de 31,2 mg/100 g sss

(11,2 mg/100 g ssf).
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Figura 40. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicidn de
macroelementos minerales en los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (mg/100 g sss)

Entre los microelementos minerales analizados, es importante destacar que en
estos frutos el hierro es el mayoritario, que representa casi la mitad del total de los
mismos, en concreto un 49% del total (figura 41), con una media de 0,789 mg/100 g, que
equivale a 2,502 mg/100 g sss (tabla 12). El zinc es el microelemento que le sigue en
cantidad con una media de 0,403 mg/100 g, que equivale a 1,323 mg/100 g sss y
representa mds de una cuarta parte del total de los mismos (exactamente un 26% del
total). Los microelementos minoritarios son manganeso y cobre, ambos con una cantidad
similar, exactamente una media de 0,210 y 0,186 mg/100 g respectivamente, lo que
representa un 13% y 12% del total de microelementos minerales analizados

respectivamente (figura 41).

En la literatura cientifica consultada Boudraa y col. (2010) para frutos
procedentes de Argelia muestran también como microelemento mayoritario el Fe con
2,64 mg/100 g, seguido por el Mn con 0,98 mg/100 g, y como minoritario presentan al
Zn con 0,21 mg/100 g. En el estudio de Ozcan y col. (2005) para frutos de Crataegus

spp. encontramos valores de Fe en un rango similar al del presente estudio (1,17 mg/100

g).
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Figura 41. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicién de
microelementos minerales en los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (mg/100 g sss)

Se encontraron correlaciones positivas, estadisticamente significativas, entre la
mayor parte de los macro y microelementos analizados (p<0,05, r>0,507). Al contrario
de lo que se ha comentado en los frutos de madrofo, en los que se observaron
correlaciones signficativas entre los elementos minerales y la fibra, en el caso de los
frutos de majuelo solo se apreciaron correlaciones estadisticamente significativas
(p<0,05), para la fibra total, Ca y Mn (1>0,609), y en menor medida con el Zn (r=0,479).
El Mn, ademas, se correlacioné con la fibra insoluble (r=0,702); los demas
microelementos no se relacionan con la fibra insoluble y ninguno lo hace con la fibra
soluble. Este hecho podria significar una menor asociacién de los elementos minerales a
los polimeros de la fibra en los frutos de majuelo, con respecto a los otros frutos

estudiados.

Compuestos bioactivos

Los contenidos de vitamina C, carotenoides, fenoles totales, y las familias de
compuestos fendlicos (dcidos fendlicos, flavonoles y antocianinas), se presentan en la

tabla 15.
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Tabla 15. Contenido de vitamina C, carotenoides y compuestos fendlicos en los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (mg/100 g ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Vitamina C total 39,40+0,77° 16,01 £0,15*° 27,79+ 1,39 3238 +049°  3422+3,06° 37,79+2,65% 2,52
Acido ascérbico 0,58 £0,05° 0,58 +0,07* 1,20+0,13" 5,01 +0,26° 2,65+0,18  3,25+0,02° 9,73
Acido dehidroascérbico 39,01 £0,65° 15,34 +0,20" 2597 +1,28" 27,65+094"  31,85+2,57° 3485+2,19° 2,59

B- caroteno trazas trazas trazas trazas trazas trazas -

Licopeno nd nd nd nd nd nd -
Polifenoles totales 1374 + 1" 347 £ 4° 547 £5° 563 + 5°¢ 670 + 7° 585 + 8¢ 3,96
Acidos fenélicos' 879 + 32 242 +12° 363 £ 16° 267 £ 13 549 + 40° 499 +31¢ 3,63
Flavonoles® 448 + 22" 77 £2° 174 + 4° 267 +5° 96 + 3¢ 61 +2° 7,35
Antocianinas® 473+27" 27,8+1,6° 10,7+ 1,00 285+1,9° 24,6 +2,0° 24,7 +1,6° 4,44

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)
IH: indice de heterogeneicidad

nd: no detectado

'Valores expresados como equivalentes de dcido galico (EAG)
*Valores expresados como equivalentes de rutina (ER)
*Valores expresados como equivalentes de pelargonidina 3-glucésido (EP3-G)

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segin el test de rango multiple (Test de Duncan)
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En cuanto a la vitamina C, la forma oxidada (ADHA) fue la que predominé en los
frutos de C. monogyna (15,34 a 39,01 g/100 g), siendo estos frutos pobres en AA (0,58 a
5,01 g/100 g), como se puede observar en la tabla 15. El cromatograma de una de las
muestras se puede ver en la figura 42. La contribucién de la forma oxidada (ADHA) al

contenido total de vitamina C fue del 92,5% (figura 43).
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Figura 42. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de vitamina C en los frutos de
Crataegus monogyna Jacq. (temporada 2009, localidad B): AA (a), vitamina C total (AA +
ADHA reducido) (b)

El contenido de AA es un pardmetro muy condicionado por variables
ambientales, en este sentido, el contenido de vitamina C total, como el de cada una de sus
formas activas, en muestras recogidas en diferentes temporadas y lugares fue muy
variable, llegando a alcanzar un IH de 2,52 para la vitamina C total, de 9,73 para el AA 'y
de 2,59 para el ADHA en estos frutos.
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Figura 43. Valores medios de vitamina C (AA y ADHA) en los frutos de Crataegus monogyna
Jacq. (mg/100 g sss)

Al igual que el capitulo anterior, la tabla 16 recoge los datos bibliogrificos
disponibles hasta el momento sobre vitamina C, carotenoides y compuestos fendlicos en
majoletas, de forma comparativa, junto a los del presente estudio. Barros y col. (2011)
indicaron un contenido de AA en majuelas de 11,43 mg/100 g, valor superior en cuanto
al AA pero no en cuanto a la vitamina C total, con respecto a lo que aportan los frutos
analizados en este estudio. Sin embargo, Egea y col. (2010) muestran un valor de 25,11
mg AA/100 g, valor que se encuentra dentro del rango de nuestros datos. Por su parte,
Boudraa y col. (2010) proporcionan un contenido de AA para frutos de Argelia de esta

misma especie de 4,07 mg/100 g.

Como en el caso de los madrofios, las diferencias pueden ser debidas al distinto
estado de madurez de los frutos, o a la metodologia analitica aplicada. Hay que tener en
cuenta que no todos los estudios cuantifican las dos formas activas de la vitamina C (AA
y ADHA), y en otros casos lo hacen de forma conjunta expresando el contenido de
vitamina C total como AA pero sin diferenciar lo que corresponde a cada una de ellas, lo
que puede conducir a la subestimacion del contenido de vitamina C total o a la
sobrestimacion del conteindo de AA. Este trabajo aporta datos exactos de cada una de las

dos formas activas, aspecto novedoso en este tipo de estudios.
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Tabla 16. Datos bibliograficos de contenidos de vitamina C, carotenoides, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en frutos silvestres de
Crataegus monogyna Jacq. (mg/100 g ssf)

Valores medios Barrosy col., Boudraay col., Egeaycol, Ganhaoy col., Froehlichery col.,

del presente 2011 2010 2010 2010 2009
estudio (Portugal) (Argelia) (Albacete) (Caceres) (Francia)
Vitamina C total 30,35 £ 8,16 - 4,07 +0,69 --- --- ---
Acido ascérbico 2,15+1,62 11,43 +1,27 --- 25,11 +£0,10 --- -
ADHA 28,28 + 7,98 --- -—- --- -—- -—-
B- caroteno trazas - 1,37 £ 0,00 1,37 +£0,22 - -
Licopeno nd - - - - -
Polifenoles totales 681 +£334 --- --- --- -—- ---
Acidos fenélicos’ 467 +222
Flavonoles® 187 + 140 25,9 +0,6°
Antocianinas 27,3 11,1 58,0 +0,1°°
Folin-Ciocalteu' 821 + 346 217 +28' 450-2068' 1226 + 34'°
ABTS™ 3,77 £ 1,53 -—- -—- -—- 5,68-19,66" 6,6 +0,2%
DPPH* 1,54 +£0,48 5.4 +04%
FRAP* 7,11 £290 - -—- --- -—- -—-

ADHA: 4cido dehidroascérbico

nd: no detectado

'Valores expresados como equivalentes de dcido galico (EAG)

*Valores expresados como equivalentes de rutina (ER)

*Valores expresados como equivalentes de pelargonidina 3-glucésido (EP3-G)
*Valores expresados como mmol equivalentes de trolox (ET)

>Valores expresados como equivalentes de cianidina 3-glucésido (EC3-G)
®Valores expresados sobre sustancia seca



Resultados y Discusion - Majuelas

En cuanto a los carotenoides, los andlisis llevados a cabo pusieron de manifiesto
la presencia de cantidades muy bajas de los mismos (en la mayoria de los casos no se
pudieron cuantificar) en los frutos silvestres de C. monogyna estudiados, Gnicamente se
encontraron niveles trazas de -caroteno. Estos resultados se encuentran en la linea de los
estudios de otros investigadores: asi Boudraa y col. (2010) muestran un valor de caroteno
de 1,37 mg P-caroteno/100 g, el mismo resultado que aportan para frutos de C.

monogyna Egea y col. (2010).

El contenido total de compuestos fendlicos totales cuantificados por HPLC estuvo
comprendido entre 347 y 1374 mg/100 g. La fraccion de 4cidos fendlicos representd mas
de la mitad del total de compuestos fendlicos, concretamente un 68% del total, los

flavonoles un 28% del total, y el resto, un 4%, se correspondi6 con las antocianinas (tabla

15, figura 44).
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Figura 44. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicion de
compuestos fendlicos en los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (mg/100 g sss)

La fraccién de 4cidos fendlicos estuvo comprendida entre 242-879 mg EAG/100
g, lo que representé una media de 1484 mg EAG/100 g sss. La fraccién de flavonoles
oscil6 entre 61-448 mg ER/100 g, lo que se corresponde con una media de 589 mg de
ER/100 g sss. Por ultimo, la fraccién de antocianinas ha sido la minoritaria, vari6é entre

11-47 mg EP3-G/100 g, lo que equivale a una media de 93 mg/100 g sss.
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Resultados y Discusion - Majuelas

Entre la escasa bibliografia previa al presente estudio, que refleja informacion
sobre compuestos fendlicos en frutos de majuelo, se pueden citar los datos de Ganhao y
col. (2010), que indicaron un contenido de flavonoles de 25,9 mg ER/100 g para frutos
de C. monogyna de la provincia de Céceres. Otro estudio que nos da informacién sobre la
cantidad de antocianinas en los frutos de C. monogyna procedentes de Francia es el de
Froehlicher y col. (2009) que nos indica una cantidad de 58,0 mg equivalentes de
cianidina 3-glucésido (EC3-G)/100 g, medido por colorimetria. Sin embargo, dado que
estos trabajos utilizan diferentes unidades para expresar los resultados, €stos no son

comparables con los resultados obtenidos en el presente estudio (tabla 16).

La identificacion de los picos de las distintas familias de compuestos se realizé
mediante la comparaciéon de sus tiempos de retencién con la literatura cientifica
disponible, y su cuantificacion se realiz6 con estdndares comerciales de los mismos como
puede verse en la figura 45, a 280 nm, 360 nm y 520 nm. El perfil cromatogréfico de una

de las muestras estudiadas se encuentra reflejado en la figura 45.

Los resultados de la identificacion tentativa y cuantificacién de los picos en los
frutos de majuelo estudiados se muestran en la tabla 17. Asi a 280 nm identificamos el
acido gélico, el acido clorogénico y la epicatequina. En el cromatograma a 360 nm
identificamos la quercetina 3,4-diglucésido de acuerdo con su tiempo de retencion y los
maximos de absorcion en el espectro UV-Visible y la quercetina 3,7,4-triglucésido. A
520 nm el perfil de HPLC mostré6 un compuesto principal que se identific6 con la
cianidina 3-galactdsido (Quettier-Deleu y col., 2003; Froehlicher y col., 2009; Liu y col.,
2010; Kumar y col., 2012).
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Identificacién de picos: 1, dcido gélico; 2, 4cido clorogénico; 3, epicatequina; 4, quercetina 3,4-diglucésido; 5, quercetina 3,7,4-triglucésido; 6, cianidina 3-galactésido

Figura 45. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el analisis de compuestos fendlicos en los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (temporada 2007,
localidad A)



Tabla 17. Acidos fenélicos, flavonoles y antocianinas identificados y cuantificados en los frutos de Crataegus monogyna Jacq.

Numero de pico Det:z;lc;()in A (Irtll;n) Compuesto % Area del pico (;:';‘) Co?;f;/il‘;(;)nglﬁdio
Acidos fendlicos (280 nm)
1 280 4,96 dcido gdlico 34,44 265 212,94 + 144,98
2 17,76 4cido clorogénico 5,15 280 22,73 + 14,07
3 18,84 epicatequina 13,32 280 49,23 + 35,45
Flavonoles (360 nm)
4 360 25,66 quercetina 3,4-diglucésido 51,56 355 110,69 + 86,03
5 25,89 quercetina 3,7,4-triglucésido 19,20 355 31,71 £27,95
Antocianinas (580 nm)
6 520 26,75 cianidina 3-galactdsido 100 520 27,10 £ 11,77

tg. tiempo de retencién

'Contenido medio obtenido para cada compuesto en cada lugar de recoleccién y en tres temporadas consecutivas
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Como se muestra en la tabla 17, el acido gélico, fue el compuesto mds abundante
con una media de 212,9 mg EAG/100 g en los frutos de majuelo. De los otros dos
compuestos identificados, del 4cido clorogénico se obtiene una media de 22,7 mg
EAG/100 g y de la epicatequina 49,2 mg EAG/100 g. Ademds, los derivados de la
quercetina son los flavonoides mds abundantes en estos frutos que oscilan entre 31,7 y
110,69 mg ER/100 g. Froehlicher y col. (2009) muestran de acido clorogénico 13,8
mg/100 g sss y de epicatequina 136,6 mg/100 g sss. De la principal antocianina de los
frutos de C. monogyna se ha obtenido una media de 27,1 mg EP3-G/100 g, dichos

valores fueron mas altos que los reportados por Froehlicher y col. (2009).

Existen correlaciones estadisticamente significativas (p<0,05) entre los fenoles
totales cuantificados por HPLC, y sus familias de acidos fendlicos (r=0,938), seguidos
por los flavonoles (r=0,841) y las antiocianinas (r=0,767). Ademas, los fenoles totales
por HPLC muestran una alta correlacion con la fibra ya sea la total (p<0,05, r=0,982), la
soluble (p<0,05, r=0,936) o la insoluble (p<0,05, r=0,966). La fibra se correlacion6é con
los tres familias de compuestos fendlicos estudiados dcidos fendlicos (p<0,05, r=0,965),
flavonoles (p<0,05, r=0,758) y antocianinas (p<0,05, r=0,733). También, mostraron
correlaciones los fenoles totales por HPLC y los &cidos fendlicos con la vitamina C
(p<0,05, r>0,676). Como ya se ha comentado, las correlaciones entre fibra y compuestos
fendlicos puede derivar de su posible asociacion en las estructuras celulares vegetales; la
correlacion con la vitamina C podria atribuirse al efecto protector que pueden ejercer

reciprocamente, debido al potencial antioxidante de ambos compuestos.

Capacidad antioxidante in vitro

A los frutos de Crataegus spp. por su contenido en compuestos fendlicos
(epicatequina y 4cido clorogénico) se les atribuye la capacidad de captar radicales libres
(Ozcan y col., 2005). En este estudio, la capacidad antioxidante en los frutos de C.
monogyna fue valorada por cuatro métodos diferentes in vitro: Folin-Ciocalteu, ABTS™,

DPPH’ y FRAP.

La actividad antioxidante medida por el método de Folin-Ciocalteu estuvo
comprendida entre 449 y 823 mg EAG/100 g, excepto para la localidad A del afio 2007
que fue de 1438 mg EAG/100 g, debido a la baja humedad de esta muestra (tabla 18).
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Hay que sefialar que los datos de compuestos fendlicos medidos por el método de
Folin-Ciocalteu disponibles en la literatura cientifica para estos frutos vienen expresados
como compuestos fendlicos totales sobre 100 g de extracto. Esto es ttil con fines de
comparacion, pero no permite tener una idea sobre la actividad antioxidante en los frutos
tal como se consumen, como ocurre en el estudio de Oztiirk y Tungel (2011), que indica
un contenido de compuestos fendlicos totales por este mismo método de 3589 mg
EAG/100 g de extracto, 9343 mg EAG/100 g de extracto y 21696 mg EAG/100 g de
extracto segin sea el mismo de agua, metanol o acetato de etilo respectivamente. Valores
mas bajos que en nuestro estudio se encuentran en el de Egea y col. (2010) que muestra
un valor de polifenoles totales de 216 mg acido gélico (AG)/100 g de fruto fresco. En
frutos de nuestra misma especie, procedentes de Caceres, Ganhao y col. (2010), muestran
contenidos de polifenoles totales desde 450 a 600 y 2068 mg EAG/100 g todos ssf, segtin
sea el extracto acuoso, metandlico o etandlico respectivamente. Froehlicher y col. (2009)
obtienen valores también mds bajos de fenoles totales en frutos frescos de C. monogyna
recogidos en Francia, 1226 mg de EAG/100 g sss. En otras especies como C. oxyacantha
L., los valores de fenoles totales varian desde 212 mg AG/100 g de fruto fresco si el
extracto es etandlico hasta 3069 mg AG/100 g de fruto fresco si el extracto es
metanodlico-acuoso (Kosti¢ y col., 2012), rango entre los que encuentran nuestros
resultados. Por otro lado, en C. azarolus encontramos valores muy inferiores a los
aportados en este estudio, desde 69 a 150 mg EAG/100 g de fruto fresco segin sea el

extracto acuoso o etandlico respectivamente (Ganhao y col., 2010).

En los tres métodos de capacidad antioxidante restantes se obtienen resultados
diferentes, siendo practicamente el doble al aplicar el método FRAP que al aplicar el
método ABTS™ y son mds inferiores por el del método DPPH". En la tabla 18 podemos
observar que en la localidad B del afio 2007 se obtiene, al igual que ocurre en el resto de
determinaciones para estos frutos, una menor actividad antioxidante en comparacién con

las demas localidades y temporadas.

Con respecto a los resultados indicados por otros autores, en los frutos de C.
monogyna de la provincia de Céceres encontramos valores de capacidad antioxidante
para el método ABTS™ de 5,68 ET/100 g de fruto fresco cuando el extracto empleado es
agua, 19,66 ET/100 g de fruto fresco cuando el extracto es metandlico y 13,47 ET/100 g
de fruto fresco cuando el extracto empleado es etandlico, valores ligeramente mas altos

que los encontrados en nuestro estudio (Ganhao y col., 2010). Sin embargo, en el estudio
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de Froehlicher y col. (2009) aparece un valor ligeramente mayor al aplicar el método
ABTS™ que al utilizar el método DPPH’, 6,6 y 5,4 mM ET/100 g de peso seco

respectivamente.

Al comparar los métodos de determinacion de actividad antioxidante entre si, solo
se apreciaron correlaciones estadisticamente significativas entre el método de Folin-
Ciocalteu y el DPPH’ (p<0,05, r=0,705). Sin embargo, los métodos de determinacién de
la actividad antioxidante estuvieron significativamente correlacionados con diferentes
parametros de la composicién de los frutos, especialmente con aquellos que tiene un
potencial antioxidante, o estdn ligados a compuestos antioxidantes. Por ejemplo, de
forma similar a lo que ocurre en los madrofios, la fibra total se correlaciond con los
métodos de capacidad antioxidante Folin-Ciocalteu (p<0,05, r=0,914) y DPPH" (p<0,05,
r=0,755). La vitamina C total se correlacion6 fuertemente con los métodos de
determinacién de actividad antioxidante ABTS™ (p<0,05, r=0,818), DPPH" (p<0,05,
r=0,893) y FRAP (p<0,05, r=0,806).

En los frutos de majuelo los fenoles totales medidos por HPLC, se
correlacionaron con el método de Folin-Ciocalteu (p<0,05, r=0,968), DPPH" (p<0,05,
r=0,724) y en menor medida con el método FRAP (p<0,05, r=0,474). El método que
muestra una correlacion mayor con los dcidos fendlicos es el de Folin-Ciocalteu (p<0,05,
r=0,860), seguido por el DPPH’ (p<0,05, r=0,842), por el FRAP (p<0,05, r=0,667) y por
tltimo por el ABTS™ (p<0,05, r=0,537). El método Folin-Ciocalteu también se
correlaciona con los flavonoles (p<0,05, r=0,886) y las antocianinas (p<0,05, r=0,809); y
el DPPH’ con las antocianinas (p<0,05, r=0,535).
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Tabla 18. Capacidad antioxidante en los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B
Folin-Ciocalteu’ 1439 + 67¢ 449 + 22° 584 +37° 823 + 15¢ 808 +21°¢ 629 + 15° 3,49
ABTS™? 455+045 1,75+0,17° 1,68 +0,13* 3,85+0,32° 434 +0,06° 6,12+0,11¢ 3,91
DPPH" 2,03+0,17° 0,76 £ 0,05° 1,01 £0,02® 1,27+0,12° 1,80 £0,13° 1,84 + 0,08 3,06
FRAP? 8,66 +0,37° 3,28 +0,05° 3,55+0,17*°  520+0,38" 8,51 £0,49° 10,99+0,66° 3,58

Valor promedio (n=3) + desviacién estandar (n-1)

IH: indice de heterogeneicidad

'Valores expresados como mg equivalentes de dcido gilico (EAG)/100 g

*Valores expresados como mmol equivalentes de trolox (ET)/100 g

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de rango miiltiple (Test de Duncan)
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10. Caracterizacion quimica, valor nutritivo y capacidad antioxidante

de los frutos de Prunus spinosa L. (endrinas)

Como se ha comentado los frutos de endrino o endrinas son drupas
monocarpelares, con pulpa carnosa y una estructura lignificada en su interior (hueso) que

contiene las semillas.

Los resultados de composicién y valor nutritivo de las endrinas se encuentran
recogidos en las tablas 19 a 26, expresados sobre sustancia fresca (ssf), y en las figuras
46 a 55, expresados sobre sustancia seca (sss), que reflejan la composicion centesimal,
asi como el contenido de aziicares solubles, macro y microelementos minerales (K, Na,
Ca, Mg, Fe, Cu, Mn y Zn), compuestos bioactivos (vitamina C, carotenoides y
compuestos fendlicos), y también la medida de la capacidad antioxidante en las muestras

por cuatro métodos diferentes.

Composicion centesimal

A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio, se observa que los
frutos de endrino tienen una humedad de entre 65,2 y 72,4 g/100 g (tabla 19) con menos
variabilidad que los demds pardmetros estudiados (IH=1,14). El valor medio de humedad
entre todas las localidades y temporadas fue de 69,3 g/100 g que se corresponde con el
30,7% de materia seca, en la que se engloban los diferentes nutrientes. Estos valores
coinciden con los presentados por Egea y col. (2010) para endrinas de la provincia de
Albacete, que muestran un valor de humedad de 66,1% y con los presentados por
Marakoglu y col. (2005), que indicaron una humedad para frutos de P. spinosa subsp
dasyphylla (Schur.) procedentes de Turquia, de 69,3%, como puede apreciarse en la tabla
20 que, de forma similar a los capitulos anteriores, recoge los escasos datos sobre
composicion de las endrinas disponibles hasta el momento. Por el contrario, Barros y col.
(2010) presentan valores ligeramente mas bajos, 60,8 g/100 g para endrinas recogidas en
Portugal, y Ganhdo y col. (2010) aportan un valor todavia inferior al del presente estudio,

48,6% en endrinas de la provincia de Caceres.
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Tabla 19. Composicién centesimal y valor caldrico en los frutos de Prunus spinosa L. (g/100 g ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A  Localidad B Localidad A Localidad B
Humedad (%) 66,92 + 1,49 6523 + 1,63 67,64 +0,42™ 72,43 +£0,45° 67,08 +0,32" 68,76+020° 1,14
CDT (%) 16,12 £ 0,03 20,92 +0,15° 16,82 +0,29" 12,53 +0,36" 16,71 £0,06° 12,72+0,90" 1,79
Fibra total (%) 12,06 £ 0,45 10,70 £ 0,04* 12,72 £0,40™ 11,41+0,59" 12,73+ 1,22° 13,68+0,14° 1,30
Fibra soluble (%) 2,13£0,17 0,72 £0,02° 236+0,16°  1,66+0,13" 2,00+0,14°  2,63+0,13° 3,83
Fibra insoluble (%) 10,05 £ 0,61 10,02 + 0,09™ 10,10 £ 0,64 9,85 +0,62° 10,81 £ 1,09® 11,06 +0,19° 1,32
Proteinas (%) 2,72+0,08" 1,17 +0,03 0,54 +0,03* 0,94 +0,07° 0,75+0,00° 1,94+0,05 540
Grasa (%) 0,30 +0,03* 0,49 +0,03 031+0,03" 0,56 +0,01° 0,47+0,03" 034+001° 2,04
Cenizas (%) 1,93+0,04° 1,47 +£0,06° 1,09 £0,05°  1,05+0,07" 1,30 +£0,05" 1,92 £0,10° 2,09
Valor calérico (Kcal/100g) 1022+ 1,1°  113,0+0,7° 96,8 + 0,3 82,7+0,1° 96,3+2,1°  894+3,9° 1,37

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)
IH: indice de heterogeneicidad
CDT: carbohidratos disponibles totales

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)



Tabla 20. Datos bibliograficos de composicion centesimal, aziicares y elementos minerales en frutos silvestres de Prunus spinosa L. (ssf)

Valores medios  Barros y col., Egeay col., Ganhao y col., Souci y col., Marakoglu y
del presente 2010 2010 2010 2008 col., 2005
estudio (Portugal) (Albacete) (Caceres) (Turquia)
Humedad (%) 68,33 £2,46 60,86 + 1,69 63,13 +0,18 48,64 +0,73 - 69,37
CDT (%) 1597 £2,94 34,64 + 0,88 - --- 8,64
Azucar total (%) 13,80 +£4,32 14,51 £ 0,75 - -—- -—-
Fructosa (%) 2,30+ 0,90 2,72 +0,18 - _—- — _—-
Glucosa (%) 11,59 £3,33 11,68 +0,58 - -—- -—-
Sacarosa (%) 0,05 +0,15 0,11 £0,01 --- --- 0,24
Fibra total (%) 12,29 £ 1,12 - -—- - -—- 1,41
Fibra soluble (%) 1,95 £ 0,61 - - --- - ---
Fibra insoluble (%) 10,35 £ 0,73 - - --- --- ---
Proteinas (%) 1,46 + 0,80 1,12 £ 0,01 - 1,58 + 1,50 0,75 1,04
Grasa (%) 0,40 +0,10 0,77 £ 0,13 - 0,37 £0,07 - 0,63
Valor calorico (Kcal/100 g) 96,6 +£9,7 - - --- --- ---
Cenizas (%) 1,46 +0,37 2,60 +0,79 - 2,07 £0,16 - 0,83
K (mg/100 g) 390 + 174 - -—- - -—- 573 £ 17
Na (mg/100 g) 38,63 + 33,01 - -—- - -—- 16,24 +2.31
Ca (mg/100 g) 50,22 + 17,63 - -—- - -—- 46,69 +2,70
Mg (mg/100 g) 20,04 £ 8,61 - -—- - -—- 29,65 + 0,23
Fe (mg/100 g) 1,574 £ 0,406 -—- -—- - -—- 0,496 + 0,052
Cu (mg/100 g) 0,231 +£0,129 - - --- -
Mn (mg/100 g) 0,124 £ 0,047 - -—- - -—- 0,140 + 0,002
Zn (mg/100 g) 0,366 + 0,163 -—- -—- - -—-

CDT: carbohidratos disponibles totales
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Como se puede visualizar en la figura 46, donde aparece la composicion
centesimal sss, el componente mayoritario, a excepcion del agua, fueron los CDT. En los
frutos de la localidad A (en las tres temporadas) los CDT presentaron valores similares,
superiores a 16 g/100 g, mientras que en la localidad B, destacé el contenido de CDT en
los frutos recogidos en el ano 2007, superior a 20 g/100 g frente a las muestras de las
temporadas 2008 y 2009 que tuvieron un contenido superior a 12 g/100 g. La fraccién de
hidratos de carbono represent6 el 50% del peso seco de las muestras; de lo cual 84%

corresponden a azucares solubles (fructosa, glucosa y sacarosa) y el resto, 16%, al

B A B A B

almidon (figura 47).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

g/100 g

A
2007 2007 2008 2008 2009 2009

B Carbohidratos disponibles ™ Fibratotal ® Proteinas = Grasa ™ Cenizas

Figura 46. Variaciones por temporada y lugar de recoleccion de la composicién centesimal en
los frutos de Prunus spinosa L. (g/100 g sss)

Barros y col. (2010) aportan valores muy superiores de CDT para los frutos de
endrino: 34,64 g/100 g, (calculados por diferencia) mientras que Souci y col. (2008), por

el contrario, dan como valor medio 8,64 g/100 g, inferior al del presente estudio.

Dentro de la fracciéon de CDT, la parte mds importante estd constituida por
azucares solubles totales, mayoritariamente glucosa, en niveles muy superiores al
contenido de fructosa tal como se aprecia en el cromatograma representado en la figura

48.
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Figura 47. Composicion centesimal media en los frutos de Prunus spinosa L. (g/100 g sss)
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Figura 48. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de aziicares solubles en los
frutos de Prunus spinosa L. (temporada 2008, localidad A)
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Tabla 21. Contenido de azicares solubles en los frutos de Prunus spinosa L. (g/100 g ssf)

2007 2008 2009

IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Azicares totales 15,66 +0,18" 18,69 + 0,44° 16,02 £0,72° 7,75 +0,64° 15,85+ 0,63 7,84 +0,63" 2,60

Fructosa 2,69+0,30° 3,82+0,11¢ 255+027° 1,67+0,17° 248 +£0,12° 1,11 +0,10° 3,90
Glucosa 12,97 £0,12° 14,88 + 0,33¢ 12,78 +0,50° 6,07 +0,81° 13,35+ 0,77° 6,77 +0,53" 2,75
Sacarosa nd nd 0,37 +£0,13 nd nd nd -

Valor promedio (n=3) + desviacién estandar (n-1)
IH: indice de heterogeneicidad
nd: no detectado

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de rango miiltiple (Test de Duncan)
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En la figura 49 podemos observar como varian el contenido de azucares en los
frutos objeto de estudio por temporada y por localidad (datos sss). El contenido de
fructosa varia entre 1,11 y 3,82 g/100 g (tabla 21) y representa alrededor de un 18% del
total de azicares solubles (figura 47). El contenido de glucosa varia entre 6,07 y 14,88
g/100 g y representa un 82% del total de azuicares solubles. La sacarosa fue nuevamente
el azucar minoritario, pues se detectd s6lo en los frutos de la localidad A del afio 2008
(0,37 g/100 g), y representa sélo un 0,45% del total de azuicares solubles. Al igual que
ocurre con los CDT, el contenido en las muestras procedentes de la localidad A (en las
tres temporadas) se mantiene, mientras que en los de la localidad B fue superior en 2007
respecto a 2008 y 2009. La relacién glucosa/fructosa fue de aproximadamente 4/1 por
término medio, lo que supone un perfil mas préximo a los valores medios de las majuelas

(3/1) que a los de los madrofios (1/2).

A B A B A B

2007 2007 2008 2008 2009 2009

60

50

40

30

g/100 g

20 +

10

B Fructosa ™ Glucosa ™ Sacarosa

Figura 49. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicidn de aziicares
solubles en los frutos de Prunus spinosa L. (g/100 g sss)

Existen pocos datos bibliograficos sobre el contenido de azicares en endrinas
pero los datos que nos presenta la bibliografia (Barros y col., 2010) indican un perfil
similar de glucosa>fructosa aunque los valores son ligeramente inferiores a los de este

estudio. Souci y col. (2008) en cambio s6lo aportan datos de sacarosa (0,24 g/100 g).
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Del andlisis de correlaciones que se ha llevado a cabo se deduce que existe una
fuerte correlacion de los parametros CDT, azicares totales, glucosa y fructosa entre si

(r=0,902).

El contenido de fibra total se mantuvo en los frutos de las distintas localidades y
en las distintas temporadas, aunque fue ligeramente superior en los de la localidad B del
afio 2009. El aporte de fibra total estuvo comprendido entre 10,70 y 13,68 g/100 g (tabla
19), la cual se caracteriz6 por un alto contenido de fibra insoluble, de 9,85 a 11,06 g/100
g. Estos valores fueron més constantes que para otros pardmetros (IH=1,3) y representan
una media de 38,40 g/100 g sss (figura 47). En menor proporcion, se encuentra la fibra
soluble, con valores que varian desde 0,72 a 2,63 g/100 g lo que se corresponde a un 6,05
g/100 g sss. La fibra insoluble representa un 84% del total de fibra, y el resto (16%) se
corresponde con la fibra soluble (figura 47). Estos datos son novedosos, pues, al igual
que en el caso de los madrofios y majuelas, la distribucion de las fracciones de fibra en

fibra soluble y fibra insoluble no ha sido, hasta la fecha, estudiada.

Los datos aportados por Marakoglu y col. (2005) son mucho més bajos, 4,6% sss
que equivale a 1,41% ssf; sin embargo este autor sélo indica valores de fibra cruda, sin
diferenciar entre fibra soluble e insoluble. La fibra total se correlaciona mas fuertemente

con la fibra insoluble (p<0,05, r=0,830) que con la fibra soluble (p<0,05, r=0,783).

Las endrinas se caracterizaron por un bajo contenido de proteinas (0,54-2,72
g/100 g) como podemos observar en la tabla 19, lo que corresponde a una media de 4,19
2/100 g sss (figura 47). Nuestro rango de valores es bastante amplio (IH=5,4), y abarca
los contenidos que indicaron Ganhdo y col. (2010) para endrinas de la provincia de
Caceres (1,58 g/100 g) y Souci y col. (2008), que mostraron 0,75 g/100 g. Existen otros
estudios cuyos datos son inferiores a los aportados en nuestras investigaciones. Barros y
col. (2010) indicaron 1,12 g/100 g en frutos recogidos en Portugal, mientras que
Marakoglu y col. (2005) obtuvieron valores de 1,04 g/100 g para endrinas procedentes de
Turquia (tabla 20).

El contenido de grasa fue el mas bajo de todos los componentes analizados, oscila
entre 0,30 y 0,56 g/100 g (tabla 19), lo cual supone un intervalo estrecho de variacion
entre localidades y temporadas (IH=2,04). Estos valores representan una media de 1,31
g/100 g sss (figura 47), inferior a los que indicaron Barros y col. (2010), que aportaron
valores ligeramente superiores (1,98 g/100 g), y Marakoglu y col. (2005) (2,06 g/100 g),
ambos estudios sss, (0,77 y 0,63 g/100 g ssf respectivamente), Ganhao y col. (2010),
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indicaron valores de grasa similares a los nuestros 0,37 g/100 g para endrinas de la

provincia de Céceres (tabla 20).

A partir de todos estos datos se deduce que los frutos de P. spinosa aportan
valores superiores a 82,7 Kcal/100 g dependiendo de la localidad de recoleccién y de la

temporada y que pueden llegar a 113,0 Kcal/100 g (tabla 19).

Contenido mineral

Para estudiar el contenido mineral de las muestras objeto de estudio se llevo a
cabo en primer lugar, la determinaciéon de cenizas. Se obtuvo un valor medio de 1,46
g/100 g, lo que corresponde a 4,55 g/100 g sss. Este valor se encuentra entre el aportado
por Barros y col. (2010) y Marakoglu y col. (2005) que es de 2,60 g/100 gy 0,83 g/100 g
respectivamente. Ganhdo y col. (2010), para endrinas del oeste de Espana, indicaron
valores de cenizas ligeramente superiores a los nuestros 2,07 g/100 g pero muy similares
a los obtenidos en la localidad A del afo 2007 y la localidad B del afio 2009

respectivamente (tabla 20).

En general, tanto los macroelementos analizados (K, Na, Ca, Mg) que estan
representados como sustancia seca en la figura 50 como los microelementos (Fe, Cu y
Mn) que se reflejan en la figura 51 siguen una tendencia que aumenta con las
temporadas, siendo en 2009 mayor que en 2008, y éste a su vez mayor que en 2007, con

la excepcion del Zn y el contenido de cenizas totales (tabla 22).
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Tabla 22. Contenido de cenizas (g/100 g) y elementos minerales (mg/100 g) en los frutos de Prunus spinosa L. (ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Cenizas (%) 1,93+0,04° 1,47 +£0,06° 1,09 + 0,05 1,05 + 0,07 1,30 +£0,05° 1,92 +0,10° 2,09
K (mg/100 g) 213 +21° 189 +11° 395 +24° 362 + 26" 496 + 26° 654 + 33,7 3,92
Na (mg/100 g) 9,03+0,99° 14,81 +1,24® 23,17+0,30° 17,21 £3,02% 58,06 +6,18° 99,76 + 10,06 12,83
Ca (mg/100 g) 39,85+ 0,89 29,12 +0,43" 41,49 +£037°  46,23+2.84 61,19 +4,84° 79,99 + 5,48 2,89
Mg (mg/100 g) 9,06+0,89"  827+0,37° 17,71 £1,48° 26,41 + 2,46 2581 +1,57° 29,31 +2,30° 3,90
Fe (mg/100 g) 1,046 £ 0,049° 1,174 £0,029® 1,470 +0,065 1,884 +0,161°° 2,077 £0,274" 1,636 +0,377™¢ 2,25
Cu (mg/100g) 0,076 +0,005* 0,088 + 0,008 0,323 £0,059° 0,404 +0,032°  0,205+0,018" 0,319 +0,025° 5,90
Mn (mg/100 g) 0,066 + 0,005* 0,083 + 0,004* 0,081 +0,002° 0,130+0,011° 0,170 £0,015° 0,187 + 0,009 3,09
Zn (mg/100 g) 0,444 + 0,045 0,220 + 0,002° 0,611+0,041° 0,305+0,018" 0,509 +0,002° 0,194 + 0,035 4,02

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)
IH: indice de heterogeneicidad

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)
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En el andlisis de macroelementos y microelementos (tabla 22), se puso de
manifiesto el claro predominio del potasio, con un contenido medio de 390 mg/100 g,
que supera en gran medida a los demas, y constituyd un 78% del total de macroelementos
analizados (figura 50). También hay que destacar el bajo contenido de magnesio que
aparece como minoritario dentro de los macroelementos (20,04 mg/100 g), y representd
sOlo el 4% de dicha fraccion. El sodio y el calcio aparecen con contenidos intermedios,
38,63 mg/100 g y 50,22 mg/100 g, y constituyeron el 7% y 10% respectivamente con

respecto al total de macroelementos analizados.
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Figura 50. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicion de
macroelementos minerales en los frutos de Prunus spinosa L. (mg/100 g sss)

En la fraccién de microelementos (tabla 22), el hierro aparecié como el mineral
mayoritario (1,57 mg/100 g), y constituyd el 68% de dicha fraccién (figura 51). Le
siguieron el zinc (0,366 mg/100 g) y el cobre (0,231 mg/100 g), que representaron el
16% y 11% de los microelementos minerales analizados respectivamente. Como
elemento minoritario en las endrinas destacé el manganeso, con 0,124 mg/100 g, lo que

representé el 5% de la fraccidon de microelementos minerales analizados.
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Figura 51. Variaciones por temporada y lugar de recolecciéon de la composicion de
microelementos minerales en los frutos de Prunus spinosa L. (mg/100 g sss)

Algunos de los contenidos de elementos minerales que encontramos en la
bibliografia para los frutos de endrino son similares a los de este estudio, como es el caso
del calcio (46,69 mg/100 g) (Marakoglu y col., 2005). Sin embargo, en general, existe
una amplia variabilidad entre los datos indicados por otros autores y los encontrados en
este estudio, como es el caso de potasio, magnesio y manganeso, inferiores a los
resultados de Marakoglu y col. (2005) que muestran un valor de 573 mg/100 g, 29,65
mg/100 g y 0,14 mg/100 g, respectivamente, asi como con valores de 0,496 mg/100 g de
hierro y y 16,24 mg/100 g de sodio (tabla 20). Esto puede ser debido a factores
dependientes de la variedad de endrino analizada o a factores ambientales, derivados de
sus condiciones de tipo de suelo, etc. De hecho, entre los valores encontrados en las
muestras analizadas en este estudio también existe una amplia variabilidad como puede
apreciarse en la tabla 22 y que puede atribuirse a factores ambientales. El elemento que

sufrié mas variacién fue el Na, con un IH de 12,83.

Del estudio de correlaciones realizado cabe destacar una fuerte correlacion entre
los cuatro macroelementos analizados (K, Na, Ca, Mg, (p<0,05, r>0,713)), asi como
entre ellos y el Mn (p<0,05, r>0,842). Asimismo, existen correlaciones estadisticamente
significativas entre la mayor parte de los elementos minerales estudiados y la fibra total,

siendo esta correlacion més fuerte en el caso del K, Na y Ca (p<0,05, r>0,737).
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Respecto a las fracciones de fibra, las correlaciones con los elementos minerales
son mas fuertes con la fibra soluble que con la insoluble. Estos hechos podrian ser
nuevamente atribuidos a la presencia de elementos minerales asociados a los polimeros

que forman parte de la fibra.

Compuestos bioactivos

Dentro de los compuestos bioactivos con actividad antioxidante se han analizado
los contenidos de vitamina C, carotenoides, fenoles totales y las familias de compuestos
fendlicos (4cidos fendlicos, flavonoles y antocianinas), los cuales se presentan en la tabla

23.

El contenido de vitamina C total en los frutos de P. spinosa se ve representado
mayoritariamente por su forma oxidada, el ADHA. El perfil cromatografico de una de las
muestras se encuentra reflejado en la figura 52 a modo de ejemplo. Los contenidos de
vitamina C total oscilaron entre 5,14 y 15,35 mg/100 g (tabla 23), siendo el contenido de
AA menos de 0,41 mg/100 g, lo que representd solamente un 1,23% del total de vitamina
C (figura 53). El resto, 98,77%, correspondi6 al ADHA, que oscil6 entre 5,14 y 15,10
mg/100 g.

En la bibliografia consultada recogida en la tabla 24, y teniendo en cuenta que no
son los mismos métodos analiticos empleados, el estudio de Barros y col. (2010) nos
muestra un valor de AA de 15,69 mg/100 g sss (6,14 mg/100 g ssf), mientras que Egea y
col. (2010) nos da un valor para el mismo (AA) de 30,75 mg/100 g ssf. En estudios de
otros autores, podemos ver que el contenido de vitamina C en los frutos de endrino son
ligeramente superiores a los aportados en el presente estudio, 21,94 mg/100 g de fruta
fresca (Jabtonska-Rys y col. (2009). Otro estudio como el de Erturk y col. (2009) nos

muestra un valor de vitamina C de 3,8 mg/100 ml.
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Tabla 23. Contenido de vitamina C, carotenoides y compuestos fendlicos en los frutos de Prunus spinosa L. (mg/100 g ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Vitamina C total 9,85+0,54° 13,89+0,18°  1535+099" 1236+0,21°  875+023" 514+029"° 333
Acido ascérbico 034 +0,01° 0,08 +0,00° 0,41 +0,08" nd nd trazas 6,48
Acido dehidroascérbico 9,50 £0,54° 13,81+0,19" 15,10+ 1,03° 12,36 +0,21° 8,750,223 514+029*° 3,29
B- caroteno trazas trazas trazas trazas trazas trazas ---
Licopeno nd nd nd nd nd nd -
Polifenoles totales 2178 £20° 213217 3798 30" 1980 16 1994 +20° 1679 + 15° 2,26
Acidos fenélicos' 823 + 66° 802 + 55¢ 986 + 35 757 + 50° 575 +61° 430 + 32° 2,29
Flavonoles® 116 +10° 142 + 10° 227 + 16 101 £9° 131 +10° 88 + 6" 2,59
Antocianinas® 1239 +78° 1188 + 65° 2585+152" 1129 +84° 1289 +85° 1161 +72° 2,29

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)

IH: indice de heterogeneicidad

nd: no detectado

'Valores expresados como equivalentes de dcido gélico (EAG)
*Valores expresados como equivalentes de rutina (ER)

*Valores expresados como equivalentes de pelargonidina 3-glucésido (EP3-G)
Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)
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Figura 52. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de vitamina C en los frutos de
Prunus spinosa L. (temporada 2008, localidad A): AA (a), vitamina C total (AA + ADHA
reducido) (b)
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Figura 53. Valores medios de vitamina C (AA y ADHA) en los frutos de Prunus spinosa L.
(mg/100 g sss)
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spinosa L. (mg/100 g ssf)

Tabla 24. Datos bibliograficos de contenidos de vitamina C, carotenoides, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en frutos silvestres de Prunus

Valores medios Barros y col., Egeay col., Ganhao y col., Erturkycol, Jablonska-Rysy col.,
del presente 2010 2010 2010 2009 2009
estudio (Portugal) (Albacete) (Caceres) (Turquia) (Polonia)
Vitamina C total 11,27 £3,49 - -— - 3,8+18 21,94+ 1,42
Acido ascérbico 0,26 +0,16 6,14 £0,21 30,75 £ 2,43 - - -
ADHA 11,18 + 3,44 --- - — - -
B- caroteno trazas 0,31 £0,00 0,41 £0,03 - - -
Licopeno nd - - - - -—-
Polifenoles totales 2294,57 £ 710,80 --- --- --- --- -
Acidos fenélicos' 728,81 £ 184,90 --- --- --- --- -—-
Flavonoles® 134,01 + 46,45 21,62 +2,47°
Antocianinas® 1431,75 £ 533,53 --- --- --- --- ---
Folin-Ciocalteu' 2255,57 + 623,88 127,33 + 4,29 134 - 473! 407 +£5,9' 402,67 + 12,44
ABTS™ 5,08 £2,06 -—- -— 0,71-5,51* -—- 0,533 +0,022*
DPPH™ 1,14 £ 0,20
FRAP* 10,81 £ 2,71 -—- - -—- -—- 14,17 + 3,06*

ADHA: 4cido dehidroascérbico

nd: no detectado

'Valores expresados como equivalentes de dcido galico (EAG)
*Valores expresados como equivalentes de rutina (ER)

*Valores expresados como equivalentes de pelargonidina 3-glucésido (EP3-G)
*Valores expresados como mmol equivalentes de trolox (ET)
*Valores expresados en mg/100 ml
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De los carotenoides analizados en este estudio, el unico presente en los frutos de
endrino, fue el PB-caroteno en niveles de trazas (tabla 23). Algunos estudios indican
valores de 0,78 mg de B-caroteno/100 g sss (0,31 mg/100 g ssf) y coinciden con nuestro
estudio en la ausencia de licopeno (Barros y col., 2010). Por otro lado, Egea y col. (2010)
muestran un valor de 0,41 mg de B-caroteno/100 g ssf. En todos los casos, valores bajos

de este carotenoide.

El contenido total de compuestos fendlicos totales cuantificados por HPLC estuvo
comprendido entre 1679 y 3798 mg/100 g. Tal como se hizo con madrofio y majuelo, el
andlisis por HPLC permiti6 la identificacion de tres categorias de compuestos, segin la
longitud de onda empleada: 4cidos fendlicos a 280 nm, flavonoles a 360 nm vy
antocianinas a 520 nm. El contenido total de compuestos fendlicos de cada una de dichas
familias fue cuantificado mediante patrones comerciales de dcido gdlico, rutina y

pelargonidina 3-glucésido (tabla 23).

La fracciéon predominante de compuestos fendlicos en las endrinas fueron las
antocianinas que se encontraron entre 1129 y 2585 mg/100 g, lo que contribuy6 con un

62% al total de compuestos fendlicos (tabla 23, figura 54).

Le sigue en cantidad la fraccion de acidos fendlicos, entre 430 y 986 mg/100 g, lo
que represent6 un 32% del total de compuestos fendlicos. La fraccion minoritaria fueron
los flavonoles que oscilaron entre 88 y 227 mg/100 g, siendo ésta una contribucion
minoriaria, el 6% del total de compuestos fendlicos (tabla 23, figura 54). Los datos
presentados en este trabajo completan la escasa bibliografia existente sobre contenidos de

compuestos fendlicos en frutos de endrino (tabla 24).

Dentro de cada fraccion de compuestos fendlicos se ha llevado a cabo la
identificacion tentativa de los picos cromatograficos detectados en las muestras mediante
comparacion de los tiempos de retencion y los datos de espectros con estdndares reales y
los datos publicados de frutos iguales o similares (tabla 25). El cromatograma obtenido a
partir de los frutos de P. spinosa a 280 nm (figura 55) muestra un compuesto que fue
identificado por comparacion con el estandar real como dcido gdlico, y otro que fue
identificado tentativamente como el 4dcido cafeico. A 360 nm se identific6 quercetina 3-
glicésido, y a 520 nm fueron identificados 3 picos de acuerdo a sus tiempos de retencion
y al espectro de UV-visible de absorcién maxima, que se correspondieron con cianidina

3-rutinésido, cianidina 3-glucésido y peonidina 3-glucésido.
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Figura 54. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composiciéon de compuestos
fendlicos en los frutos de Prunus spinosa L. (mg/100 g sss)

Como podemos observar en la tabla 25, dentro de los dcidos fendlicos, el dcido
gédlico fue el compuesto mds abundante en las endrinas con una media de 500 mg
EAG/100 g. El otro compuesto identificado, el 4dcido cafeico muestra una media de 10,8
mg EAG/100 g. El unico flavonol identificado y cuantificado en los frutos de endrino ha
sido la quercetina 3-glicésido con una media de 89,5 mg ER/100 g. La cianidina 3-
rutindsido ha sido la antocianina mds abundante, con una media de 1155 mg EP3-G/100
g, seguida por la cianidina 3-glucésido con una media de 212 mg EP3-G/100 g, y por
ultimo, la peonidina 3-glucésido ha sido la minoritaria con una media de 90,9 mg EP3-

G/100 g.
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Identificacién de picos: 1, dcido gélico; 2, 4cido cafeico; 3, quercetina 3-glicésido; 4, cianidina 3-rutindsido; 5, cianidina 3-glucésido; 6, peonidina 3-glucésido

Figura 55. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de compuestos fendlicos en los frutos de Prunus spinosa L. (temporada 2009, localidad A)



Tabla 25. Acidos fendlicos, flavonoles y antocianinas identificados y cuantificados en los frutos de Prunus spinosa L.

Numero de pico Dete(:rc:lil(;n A (I;l:n) Compuesto % Area del pico ():;:: CO?I:::/ilc};;)Iz;diO
Acidos fenélicos (280 nm)
1 280 4,71 acido gélico 73,59 265 500,05 £+ 135,04
2 24,15 dcido cafeico 2,74 280 10,86 + 4,97
Flavonoles (360 nm)
3 360 10,92 quercetina 3-glicésido 66,39 325 89,56 + 26,93
Antocianinas (520 nm)

4 27,06 cianidina 3-rutindsido 69,80 520 1155,87 + 410,57
5 29,26 cianidina 3-glucésido 22,22 520 212,55 £ 135,10
6 520 29,88 peonidina 3-glucésido 7,97 520 90,94 + 63,38

tr. tiempo de retencién

1 . . . ., .
Contenido medio obtenido para cada compuesto en cada lugar de recoleccidn y en tres temporadas consecutivas
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Al estudiar las correlaciones de los fenoles totales por HPLC podemos observar
que destaca la correlaciéon con las antocianinas (p<0,05, r=0,977) y los flavonoles

(p<0,05, r=0,961) y en menor medida con los 4cidos fendlicos (p<0,05, r=0,784).

Tanto el contenido total de compuestos fendlicos, como las tres familias
identificadas de compuestos fendlicos se correlacionan con la vitamina C total al igual
que con sus dos formas activas (AA y ADHA), destacando una correlacién mds fuerte
con los acidos fendlicos y flavonoles (p<0,05, >0,775) que con las antocianinas (p<0,05,

>0,603).

Capacidad antioxidante in vitro

La capacidad antioxidante en los frutos de P. spinosa fue valorada por cuatro

métodos diferentes in vitro: Folin-Ciocalteu, ABTS™, DPPH" y FRAP.

El método de Folin-Ciocalteu dio lugar a resultados que oscilaron entre 1852
mg/100 g y 3826 mg EAG/100 g (tabla 26). Sin embargo, en la bibliografia consultada
en frutos de P. spinosa encontramos resultados inferiores que oscilan entre 127 a 403 mg
de AG/100 g (Jabtonska-Rys y col., 2009; Egea y col., 2010). El estudio de Ertuk y col.
(2009) también muestra un rango de fenoles totales muy inferiores a los resultados del
presente trabajo en distintos genotipos de frutos silvestres de P. spinosa de Turquia, de
117 a 407 mg EAG/100 g. Ganhao y col. (2010) indican valores de fenoles totales que
oscilan desde 134 mg/100 g, 326 mg/100 g y 473 mg/100 g todos ssf segun sea el

extracto etandlico, metandlico o acuoso respectivamente.

La mayor capacidad antioxidante se observé al aplicar los métodos ABTS™ y
FRAP (tabla 26). Los frutos analizados en nuestro estudio han dado valores que van
desde 1,83 a 7,64 mmol de ET/100 g al aplicar el método ABTS™. Al emplear el método
FRAP se obtuvieron valores que oscilaron entre 7,11 y 15,17 mmol de ET/100 g. El
método en el que se obtuvieron valores més bajos fue en el DPPH’ en el que rondaron

entre 0,92 y 1,39 mmol de ET/100 g.

Estos valores se encuentran en el rango de los datos indicados por Ganhao y col.
(2010) para el método ABTS™ que oscilan entre 0,71 mmol ET/100 g, 3,59 mmol
ET/100 g y 5,51 mmol ET/100 g ssf segtn sea el extracto etandlico, metandlico o acuoso

respectivamente. Los valores aportados por Jabtonska-Rys y col. (2009) para el método
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ABTS™ y el método FRAP son superiores a los aportados en nuestro trabajo (0,533
mmol de ET/100 g y 14,17 mM Fe/100 g respectivamente).

De los métodos de medida de la actividad antioxidante aplicados, el ABTS™
presentd correlaciones estadisticamente significativas con el contenido total de vitamina
C y su fracciéon mayoritaria (ADHA) con r>0,754, asi como con el contenido total de
compuestos fendlicos y con las tres familias de compuestos estudiados. Por su parte, el
método Folin-Ciocalteu también se correlaciona significativamente con los compuestos
fendlicos y sus familias, siendo esta correlacién mds fuerte que con el ABTS™ (r>0,766),

mientras que el DPPH’ presenté correlaciones mas débiles con los compuestos fendlicos.

Dentro de los métodos de capacidad antioxidante el método Folin-Ciocalteu se
correlaciona solamente con el método ABTS™ (p<0,05, r=0,620). El método ABTS™ se
correlaciona con el FRAP (p<0,05, r=0,490) y el método DPPH’ podemos observar

ademds que ejerce una correlacion muy fuerte con el método FRAP (p<0,05, r=0,897).
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Tabla 26. Capacidad antioxidante en los frutos de Prunus spinosa L. (ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B
Folin-Ciocalteu' 2188,6 + 152,6™ 2307,7 + 66,7 38259 + 164,8° 1983,5 + 124,1™ 1990,9 + 73,0°° 1851,9 + 147,1° 2,28
ABTS™? 2,77 +0,23° 5,75 +£0,50° 7,64 +0,74¢ 6,14 +0,24° 5,64 + 0,35° 1,83 +0,15° 4,83
DPPH? 0,92 + 0,07 1,02 +0,08" 1,39 +0,08° 0,96 +0,03* 1,37 £ 0,04° 1,17 £0,04° 1,70
FRAP? 7,11 +£0,38" 9,90 +0,33° 13,04 +0,38° 9,28 +0,04° 1517 +£0.21° 10,35+ 0,47° 2,28

Valor promedio (n=3) + desviacién estandar (n-1)

IH: indice de heterogeneicidad

'Valores expresados como mg equivalentes de dcido gilico (EAG)/100 g

*Valores expresados como mmol equivalentes de trolox (ET)/100 g

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)
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11. Caracterizacion quimica, valor nutritivo y capacidad antioxidante

de los frutos de Rubus ulmifolius Schott (zarzamoras)

Los resultados de composicién y valor nutritivo de las pluridrupas de Rubus
ulmifolius Schott (zarzamora) se encuentran en las tablas 27 a 35, expresados sobre
sustancia fresca (ssf), y en las figuras 56 a 65, expresados sobre sustancia seca (sss), que
reflejan la composicidn centesimal, asi como el contenido de azucares solubles, macro y
microelementos minerales (K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn), compuestos bioactivos
(vitamina C, carotenoides, compuestos fendlicos), y también la medida de la capacidad

antioxidante en las muestras por cuatro métodos diferentes.

Hay que destacar la escasez de datos bibliograficos disponibles sobre
composicion quimica y valor nutritivo de los frutos silvestres de R. ulmifolius (Egea y
col., 2010 y Ganhio y col., 2010), sin que ninguno de ellos presente una composicion
nutricional completa de estos frutos. Existen algunos datos de composicion de frutos, en
su mayoria cultivados, de R. fruticosus (especie que se considera como un sinénimo de
R. ulmifolius, segin Flora ibérica, 6, 1998), como por ejemplo, los que indican las tablas
de composicién de alimentos de Souci y col. (2008), o la base de datos DTU Food
(2009). Otros trabajos estudian la composicién de las pluridrupas de otras especies del
género Rubus (como las frambuesas y otros frutos similares), y cuyos datos se han

recogido para compararlos con los obtenidos en el presente estudio (tabla 28).

Composicion centesimal

Nuevamente, el componente mayoritario fue el agua, que constituyé mas del 70%
del peso total de los mismos, excepto en una de las muestras recolectadas (localidad A
del afio 2007) que presentd un aspecto mds seco y apenas tuvo un 38% (tabla 27). En la
figura 56 podemos observar la distribucién de los componentes que forman parte de la
composicion centesimal por localidad y por temporada sss. Como se ha comentado
anteriormente, la humedad es un pardmetro fisico-quimico que puede estar condicionado
por las condiciones ambientales. Sin embargo, en estos frutos, este pardmetro fue
relativamente estable, y oscilé entre 71,2 y 79,6 g/100 g, valores préximos a los
indicados por Egea y col. (2010) que muestran un valor de humedad para los frutos de

Rubus ulmifolius Schott procedentes de la provincia de Albacete de 70,03 g/100 g.
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Tabla 27. Composicién centesimal y valor caldrico en los frutos de Rubus ulmifolius Schott (ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Humedad (%) 38,41 £2,04* 79,60 +0,26° 77,76 +0,39° 72,10+0,38"  74,89+0,50° 7121+030° 2,16
CDT (%) 35,52+0,52° 10,59 +0,49*  12,10+0,19* 16,54+ 1,11"  11,37+0,69° 16,71 +0,80° 3,53
Fibra total (%) 21,69+0,21¢  8,32+041° 9,16 +0,44" 9,67 +0,45° 11,24 £0,09° 10,70 £0,04° 2,75
Fibra soluble (%) 4,16 031 0,89 +0,06° 1,11 £0,05* 1,61 +0,04° 1,73+£0,18"  236+0,14° 545
Fibra insoluble (%) 17,68 £0,01' 7,43 +0,47" 8,20 £0,43" 8,04 £0,49" 9,51 +0,26° 8,14 +0,33 2,53
Proteinas (%) 2,95+0,04° 1,38+0,12¢ 1,02+0,06° 0,86 +0,03° 1,15+£0,10° 0,75 +0,05° 4,36
Grasa (%) 0,64 +£0,02°  0,25+0,02° 0,22 +£0,02* 0,30 +0,03" 0,31 +£0,02° 0,26+0,01" 325
Cenizas (%) 1,48 £0,04° 0,63 +0,02" 0,83 +0,08° 0,83 £0,03 0,85 +0,02° 0,69 + 0,00° 2,45
Valor calérico (Kcal/100 g)  203,0+23 66,6 +2,0° 733+0,1° 90,6 +3,6° 755+3,1° 91,9+1,5° 3,17

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)
IH: indice de heterogeneicidad

CDT: carbohidratos disponibles totales
Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)



Tabla 28.

Datos bibliogréaficos de composicion centesimal, azicares y elementos minerales en frutos de Rubus sp. (ssf)

Valores Egea y col. Ganhao y Saklani y Moreiras Clerici y
medios del ’ DTU Food, Souci y col., Mataix y col., Carvalho-Silva, USDA,
2010 col., 2010 col., 2012 y col.,
presente (Albacete) (Caceres) (India) 2009 2008 2013 2009 2011 2010
estudio (Brasil)
R. ulmifolius  R. ulmifolius  R. ulmifolius  R. ellipticus  R. fruticosus’  R. fruticosus’  R. idaeus  R. idaeus R. idaeus R. urticaefolius Rl;llius
S S S S C C C C C C C
Humedad (%) 70,77 £13,00 70,03+091 73,05+090 64,4 +0,25 88,2 - - 87 - - 88,20
CDT (%) 16,06 £7,78 - - 27,12 +£0,12 4,7 6,24 --- 4,6 8 13 9,61
Fibra total (%) 11,51 +4,46 -—- -—- 2,35 +0,05 4,3 3,16 4,68 6,7 7,40 5,0 5,30
Fibra soluble (%) 2,04 £1,13 - -—- -—- -—- 0,96 0,98 - - - -
Fibra insoluble (%) 9,45 £ 3,30 - - - - 2,2 3,7 --- --- - ---
Proteinas (%) 1,35+£0,79 -—- 2,13 +0,19 3,68 £0,04 1.4 1,20 1,30 1.4 0,90 1,0 1,39
Grasa (%) 0,34 £0,15 -—- 0,70 £ 0,07 0,96 + 0,20 1,0 1,00 0,30 0,3 0,60 0 0,49
Valor calérico
(Kcal/100 g) 93,3449 - - - - - o - - - -
Cenizas (%) 0,85 +0,25 - 0,73 £ 0,06 1,30 £ 0,05 04 --- --- --- --- 35 0,37
K (mg/100 g) 196 £ 74 - - 1,82 £ 0,25 266 190 200 170 220,00 --- 162,00
Na (mg/100 g) 32,0+25.2 - - - 2 2.4 1,3 3 3,00 --- 1,00
Ca (mg/100 g) 78,4 +32.8 - -—- 0,95 +0,10 27,0 44 40 25 41,00 -—- 29,00
Mg (mg/100 g) 43,0 £26,2 - - 5,60 £0,15 23 30 30 19 22,00 --- 20,00
Fe (mg/100 g) 1,166 + 0,474 -—- -—- - 0,55 0,9 1,0 0,7 1,20 -—- 0,62
Cu (mg/100 g) 0,268 + 0,136 - - - 0,12 0,1 0,89 - - --- 0,17
Mn (mg/100 g) 1,560 + 1,288 - - - 0,646 0,97 0,38 - - --- 0,65
Zn (mg/100 g) 0,409 £ 0,130 --- --- --- 0,53 0,19 0,36 0,3 0,10 --- 0,53

CDT: carbohidratos disponibles totales
S: silvestre; C: cultivada
'Sinénimo de R. ulmifolius
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El contenido de humedad de las especies silvestres es a menudo inferior al de sus
parientes cultivados, lo cual podria atribuirse a la posible presencia de sistemas de riego
y de proteccion frente a la exposicién solar en las plantas cultivadas, procedimientos
habituales en las pricticas de cultivo de la frambuesa. En este sentido, las base de datos
de USDA (2010) aporta un valor ligeramente superior para frutos del género Rubus sp.,
88,1 g/100 g, al igual que Moreiras y col. (2013) en frutos de R. idaeus (frambuesa) (87
g/100 g de porcion comestible). En frutos de Rubus fruticosus L. encontramos valores
medios de humedad 88,2 g/100 g (DTU Food, 2009). Por el contrario, para frutos
silvestres de Rubus ulmifolius Schott de la regién de Céaceres se ha indicado un valor de
humedad de 73,0% (Ganhdo y col., 2010), y por otro lado los frutos de una especie nativa
de la India, Rubus ellipticus, presentan una cantidad de humedad mds baja, de 64,4%

(Saklani y col., 2012) (tabla 28).

En los frutos de zarzamora el componente mayoritario después del agua, son los
carbohidratos. En este trabajo se encontré un contenido medio de CDT, determinados por
el método colorimétrico de la antrona, de 16,06 g/100 g (tabla 28 y figura 56). Este
contenido representé un poco mds de la mitad (53,1%) del peso seco de las muestras

como podemos ver en la figura 57.

B A B A B
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0%

g/100 g

A
2007 2007 2008 2008 2009 2009

B Carbohidratos disponibles ® Fibratotal ™ Proteinas = Grasa H Cenizas

Figura 56. Variaciones por temporada y lugar de recoleccion de la composicién centesimal en
los frutos de Rubus ulmifolius Schott (g/100 g sss)
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Los datos bibliograficos sobre contenidos de carbohidratos en frutos cultivados y
silvestres del género Rubus son muy variables. La alta variabilidad de este parametro,
puede atribuirse al hecho de ser altamente dependiente del grado de madurez de los
frutos, y también de estar influenciado por su contenido de agua, como se puede apreciar
en las muestras de este mismo estudio, en las que la de menor contenido acuoso presentd
aproximadamente el triple de carbohidratos que las demas. Efectivamente, se encontrd
una fuerte correlacién negativa entre humedad e hidratos de carbono en todas las
muestras de estos frutos (p<0,05, r=-0,988). El andlisis estadistico de los datos también
demostré una fuerte correlacion entre todos los pardmetros de la composicion centesimal,
asi como los azucares fructosa y sacarosa, y algunos elementos minerales como K, Ca,
Mg, Fe y Zn (p<0,05, r>0,851), lo cual se relaciona con una mayor presencia de todos

estos componentes en las muestras con menor contenido acuoso.

El rango de variaciéon de carbohidratos (10,5-35,5 g/100 g) encontrado en el
presente estudio es superior a la mayor parte de los datos encontrados en la bibliografia.
La mayoria de los datos bibliograficos encontrados para frutos de otras especies del
género Rubus indican contenidos menores de CDT (4,6-9,6 g/100 g), excepto en los de R.
urticaefolius, que presentan 13 g/100 g (Clerici y Carvalho-Silva, 2011) y los de R.
ellipticus con 27,12 g/100 g (Saklani y col., 2012), que entran por tanto en el rango de

este estudio (tabla 28).

Como puede apreciarse, la mayor parte de los CDT presentes en estos frutos
correspondié a azucares solubles, con un valor medio de 13,91 g/100 g (tabla 30), lo que
equivale a un 80% del contenido de CDT (figura 57). La diferencia entre dicho valor y el
contenido de CDT (2,15 g/100 g) corresponderia fundamentalmente al almidén, que

representé el 20% de su contenido de CDT como podemos observar en la figura 57.
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Figura 57. Composicion centesimal media en los frutos de Rubus ulmifolius Schott (g/100 g sss)

Como es de esperar, la fraccion de carbohidratos de la zarzamora esta constituida
mayoritariamente por azucares solubles, que se determinaron por HPLC, identificindose
mayoritariamente fructosa y glucosa, asi como sacarosa en cantidades menores. En la
figura 58 podemos observar el perfil cromatografico de azicares solubles de una de las

muestras, cuyos contenidos quedan recogidos en la tabla 29.
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Figura 58. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de aziicares solubles en los
frutos de Rubus ulmifolius Schott (temporada 2007, localidad A)

Se puede apreciar la alta variabilidad que estos pardmetros mostraron en las
diferentes muestras de frutos analizados, reflejado en elevados IH (4,9-8,3). Esto puede
ser atribuido, como ya se ha mencionado, a que la etapa de maduracién de los frutos
implica un metabolismo muy intenso en el cual los azticares como glucosa y fructosa son
los sustratos principales, y por tanto, pequefias diferencias en el estadio de madurez de
los frutos pueden conducir a amplias variaciones en su contenido de azicares; todo ello,
sumado a los factores de tipo ambiental que también pueden condicionar dichos
contenidos. En la tabla 30 podemos observar los resultados de los estudios realizados por

otros autores en frutos de diferentes especies del género Rubus.
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Tabla 29. Contenido de aziicares solubles en los frutos de Rubus ulmifolius Schott (g/100 g ssf)

2007 2008 2009

IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Azicares totales 34,73 £ 1,69° 9,37 £0,76° 11,79 +0,01° 9,83 +0,28" 491 +0,42° 13,74+0,21° 7,78

Fructosa 17,19 +£0,90° 4,58 +0,33" 6,12 +0,55 5,27 +0,20™ 251 +£0,23* 6,650,446 7,59
Glucosa 16,90 £ 0,83° 4,28 +0,39° 5,67 +0,54° 4,56 +0,08° 225+0,20° 7,09 + 0,35 8,27
Sacarosa 0,64 +0,05° 0,51+ 0,05b nd nd 0,15 +0,01* nd 4,91

Valor promedio (n=3) + desviacién estandar (n-1)

IH: indice de heterogeneicidad

nd: no detectado

Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)



Tabla 30. Datos bibliograficos de contenido de azicares solubles en frutos de Rubus sp. (g/100 g sobre sustancia fresca)

Especie Fructosa Glucosa Sacarosa Azicares totales
Valores medios del presente estudio R. ulmifolius Schott S 7,02+4,74 6,70+4,80 0,17 +0,26 13,91 £ 9,66
Mikulic-Petkovsek y col., 2012 (Eslovenia) R. fruticosus’ C 2,69+0,13 2,67+0,13 0,12+0,00 5,48
Milivojevié y col., 2011 (Serbia) R. fruticosusl S 7,61+022 645+0,27 0,30+0,04 14,36
Thornfree C 8,810,557 6,77+0,56 0,31 +0,06 15,89
Cacanska bestrna C 8,60+0,61 6,680,444 0,42+0,10 15,70
DTU Food, 2009 R. fruticosus’ C 2,5 2,7 0,5 6,407
Souci y col., 2008 R. fruticosus’ C 3,11 2,96 0,17 6,24
Fernandez-Ruiz, 1999 (Espaiia) R. fruticosusl S 238+0,08 3,01 0,68 0,45+0,17 5,89 +0,58
R. fruticosusl C 2,51+0,16 2,61+0,20 trazas 5,37 £0,54
Moreiras y col., 2013 (Espafiia) R. idaeus C - - - 4,6
Mikulic-Petkovsek y col., 2012 (Eslovenia) R. idaeus S 259+020 246+0,18 0,05+0,01 5,1
R. idaeus C 242+0,21 2,12+0,18 0,00+0,00 4,54
Milivojevié y col., 2011 (Serbia) R. idaeus S 3,15+£0,11 3,83+0,13 0,69 +0,05 7,67
Willamette C 468+040 3,52+0,39 0,64 +0,06 8,84
Meeker C 492+0,28 3,62+0,22 0,53 +0,06 9,07
Souci y col., 2008 R. idaeus C 2,05 1,78 0,97 4.8
Mikulic-Petkovsek y col., 2012 (Eslovenia) Rubus sp. S 354+028 3,53+0,28 0,13+0,01 7,2
USDA, 2010 Rubus sp. S 2,40 2,31 0,07 4,78

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)
S: silvestre; C: cultivada

'Sinénimo de R. ulmifolius

*Estos autores detectaron 0,7 g/100 g de maltosa
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En la figura 59 podemos observar la variaciones por temporada y lugar de

recoleccidn del contenido de azicares en estos frutos.
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® Fructosa B Glucosa = Sacarosa

Figura 59. Variaciones por temporada y lugar de recoleccion de la composicidn de aziicares
solubles en los frutos de Rubus ulmifolius Schott (g/100 g sss)

El contenido medio de fructosa en los frutos de zarzamora fue de 7,02 g/100 g
(tabla 30), lo que equivale a 21,64 g/100 g sss (figura 57). En cuanto a la glucosa mostré
un contenido medio de 6,70 g/100 g, lo que significa un 20,65 g/100 g sss (figura 57). En
este caso, y a diferencia de los frutos anteriormente mencionados, la zarzamora se
comporta como la mayor parte de los frutos convencionales, en los que fructosa y
glucosa se distribuyen aproximadamente a partes iguales, mientras que la sacarosa fue
minoritaria, y representd s6lo un 1,61% de los azicares totales (figura 57). Este perfil
puede relacionarse, como en otras frutas, con una alta actividad de la enzima invertasa
que hidroliza la sacarosa, generando equimolecularmente, glucosa y fructosa. Ademas,
dicha inversién implica un aumento marcado en el dulzor de los frutos durante el proceso
de maduracién, ya que una molécula de sacarosa (poder edulcorante de 1) se transforma
en una de glucosa (poder edulcorante de 0,5 - 0,8) mds una de fructosa (poder

edulcorante de 1,2 - 1,5) (Lindsay, 2000).

Los datos bibliograficos previos sobre frutos de ésta (R. ulmifolius) y otras

especies del género Rubus, indican un perfil de azicares solubles muy similar al del
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presente estudio, con contenidos similares de fructosa y glucosa, y mas bajos de sacarosa
(tabla 30). Sin embargo, los contenidos de azicares son generalmente mas altos en frutos
silvestres que en cultivados, con la excepcién de los encontrados por (Milivojevi¢ y col.,
2011) cuyos resultados coinciden con el intervalo encontrado en este estudio. Sin
embargo, en el estudio de Ferndndez-Ruiz (1999), las diferencias entre zarzamoras

silvestres y cultivadas no son tan acusadas.

El contenido medio de fibra alimentaria total que mostraron los frutos de
zarzamora fue de 11,51 g/100 g (tabla 28), lo que represent6 38,96 g/100 g sss (figura
57). Si observamos los valores de fibra total, soluble e insoluble, podemos comprobar
que los valores de fibra insoluble son mayores que los de fibra soluble y que hay una
cierta estabilidad entre localidad y temporada en las proporciones de fibra soluble y fibra
insoluble, excepto en la localidad A del afio 2007, en la que fue mucho mayor el
contenido en ambos tipos de fibra, debido al bajo contenido de humedad que presentaron
los frutos. El contenido medio de fibra soluble fue de 2,04 g/100 g (tabla 28), lo que
equivale a 6,16 g/100 g sss y represent6 el 16% del total de fibra alimentaria de los frutos
de zarzamora (figura 57). La fibra insoluble fue en los frutos de zarzamora de 9,45 g/100
g como media (32,92 g/100 g sss), y represent6 el 84% del total de fibra alimentaria en
las mismas (figura 57). Cabe destacar el alto contenido de fibra en los frutos de
zarzamora superior, por ejemplo, a frutas comunes como la manzana con 2,30 g/100 g o

la pera con 2,80 g/100 g (Souci y col., 2008).

Estos contenidos de fibra son superiores a los que se han indicado en otros frutos
del género Rubus (tabla 28) que estuvieron entre 2,35 y 7,40 g/100 g como valores
medios, y se observa un contenido mucho mayor de fibra en zarzamoras silvestres
respecto a las cultivadas (tabla 28). La distribucién entre fibra soluble y fibra insoluble
solo ha sido indicada previamente en las tablas de Souci y col. (2008) para especies del
genero Rubus (incluyendo R. fruticosus), en las cuales dichos valores fueron més bajos
que los de este estudio (0,96-0,98 g/100 g y 2,2-3,7 g/100 g respectivamente), pero
mantienen una proporcionalidad de entre 2 y 4 veces mds fibra insoluble que fibra
soluble, proxima a lo que se ha obtenido en este estudio donde la fibra insoluble fue,

como valor medio, 4,5 veces mayor que la fibra soluble.

La fibra total se correlaciona fuertemente con las proteinas (p<0,05, r=0,908) y la
grasa (p<0,05, r=0,969) y dentro de los tipos de fibra lo hace mds fuertemente la fibra

insoluble (p<0,05, r>0,935), tal como ocurre en los otros frutos estudiados.
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Los contenidos de proteinas encontrados en estudios previos para otras especies
del género Rubus oscilan entre 0,9 y 3,68 g/100 g, valores cercanos al rango encontrado
en este trabajo (0,75-2,95 g/100 g), cuyo valor medio (1,35 g/100 g) fue inferior a los
indicados por Ganhdo y col. (2010) para frutos de esta misma especie, que fueron

superiores (2,13 g/100 g) (tabla 27 y tabla 28).

Por su parte, la fraccion lipidica fue la menos abundante, dentro de los
componentes que forman parte de la composicion centesimal de estos frutos, con una
media de 0,34 g/100 g (1,07 g/100 g sss) (tabla 27, figura 57). Este bajo contenido de
grasa es inferior al indicado por la mayoria de los autores en distintas especies del género
Rubus (0,6-1,0 g/100 g) y se aproxima al de los frutos de R. idaeus en el estudio de Souci
y col. (2008) y al de Moreiras y col. (2013 (tabla 28).

A partir de los resultados obtenidos, podemos calcular el valor caldrico de los
frutos de zarzamora, que fue variable: entre 66,6 y 91,9 Kcal/100 g, y en el caso de los
frutos de la localidad A, afio 2007, fue muy superior (203,0 Kcal/100 g) debido a su bajo

contenido de humedad.

Contenido mineral

Las muestras objeto de este estudio presentaron contenidos de cenizas que
oscilaron entre 0,6 y 1,5 g/100 g, lo que significa un 2,4 y un 4 g/100 g sss (tabla 31). El
andlisis de los macroelementos (K, Na, Ca, Mg) (figura 60) y los microelementos
minerales (Fe, Cu, Mn, Zn) (figura 61) proporciono resultados variables segtin el afio y la
localidad. Como era de esperar, las zarzamoras, recolectadas en la localidad A del afio
2007, presentaron un mayor contenido de cenizas, macro y la mayor parte de los
microelementos minerales analizados. Por el contrario, las de la localidad B, de ese
mismo afio, presentaron el contenido mineral mds bajo de entre todas las temporadas y
localidades. En general, los resultados obtenidos son similares a los encontrados por
otros autores: 0,4-0,73 g/100 g para esta misma especie (DTU Food, 2009; Ganhao y
col., 2010), 0,37 g/100 g para Rubus sp. (USDA, 2010), o 1,30 g/100 g para R. ellipticus
(Saklani y col., 2012). Sin embargo, fueron inferiores a los frutos de R. urticaefolius

Sariet con un valor de cenizas de 3,5 g/100 g (Clerici y Carvalho-Silva, 2011).

Los elementos minerales son pardmetros altamente influidos por las condiciones

ambientales, como por ejemplo, la composicién del suelo, por lo que estdn sujetos a una
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amplia variabilidad natural. Esto queda reflejado en los altos indices de heterogeneicidad
encontrados para los macro y los microelementos minerales en los frutos de R. ulmifolius
(tabla 31), especialmente elevados para el Na y el Mn (16 y 26 respectivamente),
mientras que por el contrario el K y el Zn mostraron una mayor estabilidad en sus

contenidos.

El potasio fue el elemento mayoritario (103,83 a 356,67 mg/100 g), lo que
significa una media de 57% del total de macroelementos minerales analizados; le sigue
en cantidad el calcio (33,94 a 151,66 mg/100 g), lo que constituye una media de 23% del
total de macroelementos minerales analizados. El contenido de magnesio estuvo
comprendido entre 17,45 y 95,91 mg/100 g y el de sodio entre 4,11 y 55,18 mg/100 g, lo
que representd solamente un 11% y un 8% del total de macroelementos minerales

analizados respectivamente (tabla 31).

Al comparar los resultados del presente estudio con los datos publicados en la
literatura cientifica sobre contenido de macroelementos minerales en frutos de Rubus sp.,
se observa que se encontraron valores similares para el K, mientras que Na, Ca y Mg se
encontraron en niveles superiores en los frutos de zarzamora del presente trabajo que en

otros frutos del mismo género (tabla 28).
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Tabla 31. Contenido de cenizas (g/100 g) y elementos minerales (mg/100 g) en los frutos de Rubus ulmifolius Schott (sst)

2007 2008 2009

IH

Localidad A  Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B

Cenizas (g/100g) 1,476 £0,036° 0,628 +0,019°  0,830+0,082° 0,832+0,034° 0,846 +0,024° 0,694 + 0,003 245
K (mg/100 g) 357 £4° 104 +2° 196 + 8 183 +0,4° 206 + 7 149 +10° 3,52
Na (mg/100 g) 552 +6,7 4,1 +£0,0° 82+ 1,0" 139+1,2° 29,9 +0,3° 64,3 +4,5° 16,63
Ca (mg/100 g) 151,7+0,1° 339+1,2° 69,1 +1,0° 85,0+ 1,1¢ 79,6 + 4,8 75,4 £4,9° 4,61
Mg (mg/100 g) 959 +7,3° 17,5+ 1,0° 24,6 +1,0° 34,8 +0,3° 42,1 +1,7° 42,8 +2.4° 6,30
Fe (mg/100 g) 2,045+0,030° 0,618 0,056 0,999 +0,094° 0,894 + 0,025 1,009 £ 0,091 1,290 + 0,068° 3,58
Cu(mg/100g) 0,281 +0,024° 0,084 +0,011°  0,182+0,011" 0308+0,021°  0210+0,012° 0,480+0,047" 6,93
Mn (mg/100g) 1,547 +0,003° 0,131 £0,003* 2,897 +0,152° 0,526 +0,005° 3,271 £0,168° 0,505 +0,044° 26,40
Zn (mg/100 g) 0,623 +0,045° 0,225+0,008" 0,399 +0,023°*  0,325+0,005° 0,362+ 0,030 0,442 + 0,014 3,04

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)
IH: indice de heterogeneicidad
Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)
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Figura 60. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicién de
macroelementos minerales en los frutos de Rubus ulmifolius Schott (mg/100 g sss)

Con respecto a los microelementos minerales analizados (tabla 31), observamos
que el manganeso fue el mayoritario con valores que oscilaron entre 0,13 y 3,2 mg/100 g,
lo cual representa una media de 48% de dicha fraccidn, si bien es cierto que este
elemento fue el que presentd la mayor variabilidad entre muestras. Le sigue en
importancia el hierro con niveles de entre 0,61 y 2,04 mg/100 g, lo que constituye un
33% del total de microelementos minerales analizados. Los microelementos minoritarios
fueron el zinc y el cobre con valores que oscilan desde 0,22 a 0,62 mg/100 g y desde 0,08
a 0,48 mg/100 g, lo que representa el 12% y el 8% del total de microelementos minerales

analizados respectivamente.

Llama la atencién el hecho de que en todos los casos las muestras de la localidad
A presentaron un contenido mds elevado de todos los elementos minerales que las de la
localidad B, lo que probablemente es debido a las distintas condiciones ambientales de

dichos habitats.
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Figura 61. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicién de
microelementos minerales en los frutos de Rubus ulmifolius Schott (mg/100 g sss)

Los niveles de microelementos minerales se encuentran en el rango habitual para
otros frutos de Rubus sp., excepto para el Fe, que aparece en niveles algo superiores,
comparables a los de la frambuesa cultivada (seglin Mataix y col., 2009), y destaca el
Mn, cuyos niveles medios son muy elevados con respecto a otros frutos del mismo

género (tabla 28).

Compuestos bioactivos

Dentro de los compuestos bioactivos con actividad antioxidante se han analizado
los contenidos de vitamina C cuyo cromatograma se muestra en la figura 62,
carotenoides, fenoles totales, y las familias de compuestos fendlicos (dcidos fendlicos,
flavonoles y antocianinas), los cuales se presentan en la tabla 32. Ademads se ha realizado
la identificacién y cuantificacion por HPLC de los principales 4cidos fendlicos,

flavonoles y antocianinas presentes en estos frutos.
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Tabla 32. Contenido de vitamina C, carotenoides y compuestos fendlicos en los frutos de Rubus ulmifolius Schott (mg/100 g ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B
Vitamina C total 16,33 £ 1,14° 2541 + 1,51 599+031* 2683+236"  12,68+0,54" 16,61+ 1,33° 4,94
Acido ascérbico 11,85+0,11 18,20+ 1,18 3,80 £0,29" 15,94 +0,12° 8,16 £0,73° 10,18 +0,02° 542
Acido dehidroascérbico 5154030 7,21 +0,33 2,94 +0,22" 8,58 +0,78° 4,52+0,35"  5,10+0,02° 3,40
B- caroteno trazas trazas trazas trazas trazas trazas ---
Licopeno nd nd nd nd nd nd -—
Polifenoles totales 1326 + 19" 403 +£5° 523 + 8¢ 583 +6° 376 + 3° 479 + 4° 3,52
Acidos fenélicos' 942 + 25" 241 £3° 401 + 6° 435 +5° 198 +2° 270 +2° 4,77
Flavonoles® 86+ 1° 32+02° 25+02° 9+0,1° 61 +1¢ 97 + 1" 10,80
Antocianinas’ 208 +3' 131 +1° 98 +1° 95+ 1* 118 +1¢ 112+1° 3,15

Valor promedio (n=3) + desviacién estdndar (n-1)

IH: indice de heterogeneicidad

nd: no detectado

'Valores expresados como equivalentes de dcido galico (EAG)
*Valores expresados como equivalentes de rutina (ER)

*Valores expresados como equivalentes de pelargonidina 3-glucésido (EP3-G)
Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segtn el test de rango multiple (Test de Duncan)
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Figura 62. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de vitamina C en los frutos de
Rubus ulmifolius Schott (temporada 2009, localidad A): AA (a), vitamina C total (AA + ADHA
reducido) (b)

La tabla 32 muestra la variacién experimentada en funcion de la localidad y el
afio de recoleccion de las muestras. El 4cido ascérbico es un pardmetro muy
condicionado por variables ambientales, especialmente por su elevada sensibilidad a las
altas temperaturas y a la exposicién luminica. Respecto al contenido total de vitamina C,
correspondiente a la suma de AA y ADHA, los frutos de R. ulmifolius analizados
mostraron niveles medios-bajos (5,99-26,83 mg/100 g). El AA (forma reducida) fue la
principal forma presente, con valores que oscilan desde 3,80 a 18,20 mg/100 y representa
el 67% del total de la vitamina C (figura 63). El resto de vitamina C (27%) corresponde a
ADHA (forma oxidada) con valores que oscilan desde 2,94 a 8,58 mg/100 g (tabla 32). A
pesar de las diferencias en los contenidos, las proporciones de AA y ADHA se

mantuvieron constantes, entre las distintas localidades y temporadas.

El estudio de Egea y col. (2010) para frutos de R. ulmifolius muestra un valor de

AA superior a este estudio, de 29,08 mg/100 g; Mataix y col. (2009) indicaron para
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frutos de frambuesa un valor de 25 mg de AA por 100 g de porcién comestible; por su
parte Moreiras y col. (2013) mostr6 en frambuesas un valor de vitamina C de 32 mg/100
g de porcidén comestible; otras bases de datos, como las Tablas de Souci y col. (2008),
DTU Food (2009) o USDA (2010) proporcionan valores de 15-21 mg/100 g (17,2
mg/100 g). Todos estos valores se encuentran en el rango de los resultados encontrados
en este trabajo; las diferencias pueden atribuirse al método analitico utilizado para la

determinacién del AA (tabla 33).

ADHA
(20,56)

\

AA
(41,76)

Figura 63. Valores medios de vitamina C (AA y ADHA) en los frutos de Rubus ulmifolius
Schott (mg/100 g sss)

Respecto de los carotenoides, los andlisis llevados a cabo no pusieron de
manifiesto la presencia de cantidades cuantificables de los mismos en los frutos de R.
ulmifolius estudiados, encontrandose unicamente niveles trazas de B-caroteno (tabla 32).
Este hecho concuerda con la bibliografia consultada, que indica contenidos muy bajos de
carotenoides en frutos similares. Egea y col. (2010) indicaron un valor total de
carotenoides por espectrofotometria para frutos de R. ulmifolius de 0,38 mg B-
caroteno/100 g, mientras que Moreiras y col. (2013) muestran un valor de carotenos para
frutos de R. idaeus de 0,006 mg/100 g de porcion comestible. En el estudio de Beltran y
col. (2012), para frutos de R. ulmifolius se indican 4 y 78 ug/100 g de porcién comestible
de a y B-caroteno respectivamente, asi como la ausencia de licopeno; por su parte, Souci
y col. (2008) y DTU Food (2009) reflejaron un contenido de alrededor de 0,2 mg/100 g
B-caroteno/100 g para esta misma especie, y de 0,016 mg B-caroteno/100 g para frutos de

R. idaeus (tabla 33).
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Tabla 33. Datos bibliograficos de contenidos de vitamina C, carotenoides, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en frutos de Rubus sp.

(mg/100 g ssf)
Valores medios Egeay col., Ganhdo y Guerrero y Saklani y Mikulic-Petkovsek y col., Souci y col., DTU Food, Moreirasy Mataixy USDA,
del presente 2010 col., 2010 col., 2010 col., 2012 2012 2008 2009 col., 2013 col., 2010
estudio (Albacete) (Caceres) (Chile) (India) (Eslovenia) 2009
. 1 . 1
R. ulmifolius R. ulmifolius  R. ulmifolius  R. ulmifolius  R. ellipticus Ilguf;;eips k. I{”:g;;j?s R I{":Z;:;:ls R. fruticosus’  R. idaeus R. idaeus Rubus sp.
S S S S S S C C C C C C
Vit C total 17,25 £7,23 --- --- --- 1,05 --- --- 17/25 15,0 32 - 21,00
AA 10,59 £ 5,08 29,08 £0,24 --- --- --- - --- - 15 --- 25,00 -
ADHA 5,32 +£1,93 --- --- --- - - -—- --- --- --- --- ---
p- caroteno trazas 0,38 +£0,02 --- --- --- - - 0,27/0,016 0,200 0,006
Licopeno nd - - - - - - - - - --- ---
Polifenoles 608 + 336 L L . . N L N . L . .
totales
A. fendlicos® 414 + 258
Flavonoles® 51,4 +333 7,60 + 3,40°
Antocianinas® 141,9 £73,0 101 +22° 189,37 - -
f:‘l’(')‘c';l ou? 701 +312 297 +25° 4209512 644,77 ggg i ggz 11()3835502
ABTS™ 4,81 +2,51 2,84-13,2°
DPPH 4,65 +2,35
FRAP® 7,62 3,61

AA: 4cido ascorbico

ADHA: 4cido dehidroascérbico

S: silvestre; C: cultivada
'Sinénimo de R. ulmifolius

Valores expresados como equivalentes mg de dcido gélico (EAG)/100 g
*Valores expresados como equivalentes mg equivalentes de rutina (ER)/100 g
*Valores expresados como equivalentes mg equivalentes de pelargonidina 3-glucésido (EP3-G)/100 g
>Valores expresados como mmol equivalentes de trolox (ET)/100 g
®Valores expresados como mg equivalentes cianidina 3-glucésido (EC3-G)/100 g
"Valores expresados en mg/L
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Algunos estudios sobre zarzamoras revelan que su composicién fendlica esta
influenciada por muchos factores, incluyendo la variedad, las condiciones ambientales y

el grado de maduracion.

En un estudio reciente, Elisia y col. (2007) demostraron que la presencia de
cianidina 3-glucésido en R. ulmifolius contribuye de una manera importante a la
capacidad antioxidante en esta fruta; sin embargo, la presencia de antocianinas y sus
propiedades antioxidantes pueden variar considerablemente entre las especies y las
variedades frutales (Viljanen y col., 2005). Estos compuestos fenélicos son beneficiosos
para la salud y han mostrado efectos protectores relacionados con la edad, las
enfermedades neurodegenerativas, la pérdida de mineralizacién de hueso in vivo y
ademds con la inhibicién de la oxidacién de los LDL y liposomas in vitro (Ding y col.,

2006; Kaume y col., 2012).

La separacion de los compuestos fendlicos dentro de cada temporada y localidad,
podemos observarla en la figura 64. El rango de polifenoles totales determinado por
HPLC estuvo comprendido entre 376-1326 mg/100 g (tabla 32). Dentro de las
principales familias de compuestos fendlicos analizadas hubo un claro predominio de los
acidos fenolicos que oscilaron entre 197,72 y 942,38 mg EAG/100 g y representaron un
68% del total de fenoles totales analizados por HPLC. La cantidad de antocianinas oscil
entre 94,56 y 298,18 mg de EP3-G/100 g, y contribuyé con un 23% al total de
compuestos fendlicos. Los flavonoles fueron la familia minoritaria en los frutos de la
zarzamora, entre 9,01 y 97,29 mg de ER/100 g, ya que representaron tan solo el 8,5% del

total de compuestos fendlicos (tabla 32).

Para el andlisis de compuestos fenélicos por HPLC en las muestras de frutos de R.
ulmifolius, la identificacién de los picos de los distintos grupos de compuestos fendlicos
se basé en la comparacién de su perfil cromatografico (figura 65) con los de patrones
comerciales y con los datos disponibles en la literatura cientifica. La cuantificacién se
realizé con estdndares comerciales de los mismos. Los dcidos fendlicos se identificaron a
280 nm, cuyo compuesto principal fue el dcido gdlico; a 360 nm se identificaron los
flavonoles, y su perfil de HPLC mostré tres compuestos principales cuyos datos
cromatograficos y espectrales coinciden con la quercetina 3-galactésido, quercetina 3-
glucésido y quercetina 3-rutindsido (tabla 34) (Mertz y col., 2007; Kaume y col., 2012);

por dltimo, a 520 nm aparecieron las antocianinas, que mostraron como compuestos
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principales diferentes glucdsidos de cianidina y pelargonidina 3-rutindsido (Cho y col.,

2004; Maitta-Riihinen y col., 2004; Mertz y col., 2007; Kaume y col., 2012).
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m Acidos fendlicos Flavonoles ™ Antocianinas

Figura 64. Variaciones por temporada y lugar de recoleccién de la composicidon de compuestos
fendlicos en los frutos de Rubus ulmifolius Schott (mg/100 g sss)

El 4cido galico fue el principal dcido fendlico en estas muestras con un promedio
de 268,72 mg EAG/100 g. Los glucdsidos de quercetina son los flavonoles mas
comunmente identificados en las bayas (Kaume y col., 2012). En el presente estudio su
contenido en flavonoles vari6 entre 5,44 a 18,18 mg ER/100 g. Estos frutos mostraron
una distribucion variable de las antocianinas oscilando entre 4,23 a 86,73 mg EP3-G/100

g (tabla 34).
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Identificacién de picos: 1, dcido gdlico; 2, quercetina 3-galactdsido; 3, quercetina 3-glucésido; 4, quercetina 3-rutindsido; 5, cianidina 3-glucésido; 6, pelargonidina 3-
rutinésido; 7, cianidina 3-glicésido

Figura 65. Perfil cromatografico (HPLC) obtenido en el andlisis de compuestos fendlicos en los frutos de Rubus ulmifolius Schott (temporada 2009,
localidad B)



Tabla 34. Acidos fenélicos, flavonoles y antocianinas identificados y cuantificados en los frutos de Rubus ulmifolius Schott

Nidmero de pico Det;:;rc;;’)n A (nt?n) Compuesto % Area del pico (;\r“l“r:‘) Cog:legn/ilti)(z)rz)eldio
Acidos fenélicos (280 nm)
1 280 5,08 dcido gélico 68,73 265 268,72 £ 183,35
Flavonoles (360 nm)

2 360 10,68 quercetina 3-galactésido 8,55 325 5,44 + 2,56

3 18,30 quercetina 3-glucésido 19,56 340 18,18 + 8,77
4 25,66 quercetina 3-rutinésido 9,72 355 6,45 +4,33

Antocianinas (520 nm)

5 520 27,46 cianidina 3-glucésido 78,91 280, 520 86,73 + 10,34
6 29,55 pelargonidina 3-rutinésido 2,51 280, 510 4,23 +2.41

7 31,04 cianidina 3-glic6sido 18,57 287, 520 19,49 + 2,37

tr. tiempo de retencién

1 . . . <z ~ .
Contenido medio obtenido para cada compuesto en cada lugar de recoleccion y en tres afios consecutivos
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En general, nuestros resultados estan de acuerdo con los estudios de otros autores
en los que encontramos valores de flavonoles de 7,60 mg de ER/100 g y de antocianinas
de 100,56 mg de EC3-G/100 g en frutos de R. ulmifolius de la provincia de Céceres
(Ganhao y col., 2010). Los resultados obtenidos del contenido de flavonoles en los frutos
de R. idaeus y R. fruticosus procedentes del oeste de Serbia fueron de 0,13 y 2,76 ug/g de
kaempferol respectivamente; y de 0,25 y 3,14 ug/g de miricetina y no se detectd
quercetina en estos frutos silvestres (Milivojevi¢ y col., 2011). El estudio de Guerrero y
col. (2010) mostré un contenido de antocianinas en frutos de R. ulmifolius de 189,3 mg
de cianidina 3-glucdsido/L, superior al que se encuentra en este estudio. En general, la
literatura cientifica es escasa para este tipo de compuestos en los frutos de zarzamora

silvestre (tabla 33).

En el presente estudio, la fuerte correlacion positiva encontrada entre la capacidad
antioxidante y el contenido de fenoles totales por HPLC da a entender que los
compuestos fendlicos contribuye de forma importante a la actividad antioxidante de estos
frutos (p<0,05, r>0,773). Los componentes fendlicos también presentaron correlaciones
significativas con la fibra total: los fenoles totales (p<0,05, r=0,953), acidos fendlicos
(p<0,05, r=0,895) y antocianinas (p<0,05, r=0,958). Esto puede atribuirse a la asociacién

de estos componentes con el complejo de fibra presente en los vegetales.

Capacidad antioxidante in vitro

Al igual que se ha hecho para otros frutos, la capacidad antioxidante se ha medido

mediante cuatro métodos distintos in vitro: Folin-Ciocalteu, ABTS™, DPPH" y FRAP.

Por el método de Folin-Ciocalteu se obtuvieron valores en un rango de 449,39 a
604,94 mg EAG/100 g, excepto en la localidad A del afo 2007 que fue de 1337,15 mg
EAG/100 g, debido a la baja humedad de esta muestra (tabla 35).

Como se puede apreciar en la tabla 33, los estudios previos sobre capacidad
antioxidante en frutos de Rubus sp. han mostrado valores de 108-951 mg EAG/100 g
cuando se emplea el método de Folin-Ciocalteu, valores que abarcan los niveles
encontrados en la mayoria de los frutos de R. ulmifolius en el presente estudio. Otros
estudios, como el de Bobinaite y col. (2012) indican valores de 306 a 715 mg EAG/100 g

en frutos de Rubus spp. procedentes de Lituania, y por su parte el de Pantelidis y col.
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(2007) muestra valores de 2611 mg EAG/100 g sss, para hibridos cultivados de R. idaeus

X R. fruticosus, valor similar también a los presentados en este estudio.

Con respecto a los otros tres métodos empleados para determinar la capacidad
antioxidante en las zarzamoras (ABTS™, DPPH’ y FRAP), se encontr6 una gran
variabilidad en los distintos valores obtenidos dependiendo del lugar de recogida y del
afio de cosecha. En la tabla 35 podemos observar que con el método FRAP se han
obtenido valores de casi el doble (4,45 a 14,16 mmol ET/100 g) con respecto al método
ABTS™ (2,28 a 8,89 mmol ET/100 g).

Los cuatro métodos de capacidad antioxidante se correlacionan fuertemente pero
negativamente con la humedad (p<0,05, r>-0,844) y positivamente la fibra total (p<0,05,
>0,916), fibra soluble (p<0,05, r>0,858) y fibra insoluble (p<0,05, r>0,890). También lo
hacen con los fenoles totales (p<0,05, r>0,773) y con las familias de compuestos
fendlicos: acidos fendlicos (p<0,05, r>0,663), antocianinas (p<0,05, r>0,846) y en menor
medida con los flavonoles (p<0,05, r>0,522). Ademads, en el caso de las zarzamoras, los

cuatro métodos se correlacionan entre si (p<0,05, r>0,868).
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Tabla 35. Capacidad antioxidante en los frutos de Rubus ulmifolius Schott (ssf)

2007 2008 2009
IH
Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B Localidad A Localidad B
Folin-Ciocalteu’ 1337 £ 122°¢ 449 + 4° 541 + 4% 587 +41° 605 +51° 600 + 34° 3,29
ABTS™ 8,80 +0,88¢ 242 +0,13" 3,74 £0,33° 2,28 +0,05" 5776 +0,57° 4,08 +0,32° 435
DPPH? 9,35+0.22¢ 2,63+0,12° 3,41 +0,16° 3,12 +0,06° 441 +£0,11° 446+0,15° 3,84
FRAP? 14,16 £ 0,40° 4,51 +0,12° 4,90 +0,09° 4,45+ 0,09° 922 +0,41° 8,50 +0,46° 3,34

Valor promedio (n=3) + desviacion estdndar (n-1)
IH: indice de heterogeneicidad
'Valores expresados como mg equivalentes de dcido gilico (EAG)/100 g

*Valores expresados como mmol equivalentes de trolox (ET)/100 g
Las letras distintas para una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun el test de rango miiltiple (Test de Duncan)
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12. Estudio comparativo de la composicion quimica y valor nutritivo de

los frutos estudiados

Tras comentar individualmente los resultados obtenidos en el andlisis de los
frutos de cada especie, en este capitulo se describen de forma conjunta los aspectos mas
relevantes en cuanto a composicién y valor nutritivo de los mismos. Para ello, se hace
referencia a la contribucién que hacen los diferentes frutos estudiados, con respecto a las
recomendaciones nutricionales de nutrientes, para adultos. Estas recomendaciones
pueden ser muy diferentes en funciéon del lugar u organismo que las establece,

destacando por su mayor uso o adecuacién a nuestra zona geografica:
-Ingestas Diarias Recomendadas (IDR) espafiolas (Moreiras y col., 2013)

-Population Reference Intake (PRI) del Scientific Committee on Food (SCF) de la Unién
Europea (SCF, 1992)

-Las RDAs, del Food and Nutrition Board de EE.UU. (Trumbo y col., 2002)

Tras revisarlas y compararlas, para evaluar la contribucion de las muestras
estudiadas a las necesidades de energia y nutrientes, se han seleccionado los valores de
las RDAs de Trumbo y col. (2002), por ser las mds exigentes en cuanto a los

requerimientos diarios de la mayor parte de los nutrientes estudiados.

Ademads, para evaluar la importancia nutricional de cada tipo de fruto, también se
han utilizado las directrices de los Reglamentos (CE) N° 1924/2006 del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 20 de diciembre de 2006, relativo a las declaraciones
nutricionales y de propiedades saludables en los alimentos, y el Reglamento (UE) N°
1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 25 de octubre de 2011, sobre la
informacién alimentaria facilitada al consumidor, del cual algunos aspectos ya fueron
comentados en el capitulo 3. En dichos Reglamentos Europeos se establecen los valores
de referencia que permiten el uso de menciones como “Fuente de” o “Alto contenido de”:
en el caso de la fibra, 3 y 6 g/100 g respectivamente; y en el caso de otros nutrientes,

15% y 30% de los Valores de Referencia de Nutrientes (VRN), respectivamente.

Como ya se ha indicado y segtn se ha podido apreciar en las tablas presentadas
anteriormente, éste es el estudio mas completo que se ha realizado hasta la fecha sobre
frutos de madrofio, majuelo, endrino y zarzamora en composicién nutricional y
compuestos bioactivos tanto por el elevado nimero de pardmetros analizados (que

abarcan la mayor parte de los macro y micronutrientes) como por analizar distintas
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muestras independientes de frutos de cada especie, teniendo en cuenta asi la posible

variablilidad natural que de hecho se observa.

Como resumen de todos los resultados anteriormente presentados, a continuacion
se incluyen en las tablas 36-39, la composiciéon nutricional completa, como valores
medios y rango de variacién de los frutos estudiados, haciendo referencia a su

contribucidn a las RDAs, y a los aspectos mds destacados segtn la legislacion vigente.
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Tabla 36. Composicion nutricional media de los frutos de Arbutus unedo L. (ssf) y su
contribucién media a las RDAs

Constituyentes Media Rango RDA % RDA
m=18) (minimo - maximo) (minimo) (Hombres/Mujeres)
Humedad (g/100 g) 56,3 44,0 - 72,6
Energia (Kcal/100 g) 135 84 -172
Proteinas (g/100 g) 0,904 0,546 - 1,322 56/46 g/d 1,6/2,0
Grasa (g/100 g) 0,610 0,285 - 0,838
CDT (g/100 g) 23,1 13,5-32,6 130 g/d 17,8
Azucares totales (g/100 g) 13,8 5,7-20,0 - -
Fructosa (g/100 g) 9,20 3,35 - 14,08 - -
Glucosa (g/100 g) 4,67 2,24 - 6,59 - -
Sacarosa (g/100 g) 0,10 Trazas - 0,50
Fibra total (g/100 g) 16,3 10,6 - 22,4 38/25¢g/d 42,8/65,1
Fibra soluble (g/100 g) 2,7 1,9-4,1
Fibra insoluble (g/100 g) 13,6 8,7-18,7
Cenizas (g/100 g) 0,87 0,63-1,11
K (mg/100 g) 194 71 -350
Na (mg/100 g) 7,59 4,14 - 10,75
Ca (mg/100 g) 69,3 39,8 -107,3 1000 mg/d 6,9
Mg (mg/100 g) 19,0 8,8-49.8 420/310 mg/d 4,5/6,1
Fe (mg/100 g) 0,927 0,354 - 1,930 8/18 mg/d 11,6/5,2
Cu (mg/100 g) 0,122 0,070 - 0,205 0,9 mg/d 13,5
Mn (mg/100 g) 0,087 0,038 - 0,188 2,3/1,8 mg/d 3,8/4,9
Zn (mg/100 g) 0,489 0,183 - 0,786 11/8 mg/d 4,4/6,1
Vitamina C Total (mg/100 g) 288" 166 - 431 90/75 mg/d 319,5/383,4
AA (mg/100 g) 258 145 - 389
ADHA (mg/100 g) 26 4-36
p-caroteno (mg/100 g) 0,520 0,219 - 0,890 0,9/0,7 mg EAR/d 4,8/6,1
Licopeno (mg/100 g) 0,173 0-0,262 - -

CDT: carbohidratos disponibles totales

AA: 4cido ascérbico

ADHA: 4cido dehidroascérbico

EAR: equivalentes de actividad de retinol (1 mg EAR = 12 mg B-caroteno)

“Independientemente de la posible variabilidad natural, los madrofios pueden ser considerados como
“Fuente de fibra y de vitamina C” (>3 g/100 g y >12 mg/100 g, respectivamente), segiin el Reglamento
(CE) N° 1924/2006 y el Reglamento (UE) N° 1169/2011
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Tabla 37. Composicion nutricional media de los frutos de Crataegus monogyna Jacq. (ssf) y su
contribucién media a las RDAs

Constituyentes Media Rango RDA % RDA
(n=18) (minimo - maximo) (minimo) (Hombres/Mujeres)
Humedad (g/100 g) 69,8 53,1 - 88,7
Energia (Kcal/100 g) 90 58 -122
Proteinas (g/100 g) 0,739 0,398 - 1,568 56/46 g/d 1,3/1,6
Grasa (g/100 g) 0,552 0,333 - 0,830 ---
CDT (g/100 g) 14,3 9,4-172 130 g/d 11,0
Azucares totales 12,4 7,7-15,6 - ---
Fructosa (g/100 g) 2,94 1,61 -3,97 - -
Glucosa (g/100 g) 9,47 7,17 - 12,84 - -
Sacarosa (g/100 g) 0,05 0,39 - 0,44
Fibra total (g/100 g) 11,8* 7,5-22,1 38/25g/d 31,1/47,3
Fibra soluble (g/100 g) 3,2 2,1-6,8
Fibra insoluble (g/100 g) 8,9 5,5-153
Cenizas (g/100 g) 1,64 1,06 - 2,73
K (mg/100 g) 310° 113 - 441
Na (mg/100 g) 5,72 1,84 - 9,68
Ca (mg/100 g) 182,0° 51,5 -268.,9 1000 mg/d 18,2
Mg (mg/100 g) 39,1 11,8 -53,0 420/310 mg/d 9,3/12,6
Fe (mg/100 g) 0,789 0,277 - 1,410 8/18 mg/d 9,9/4 .4
Cu (mg/100 g) 0,186° 0,084 - 0,248 0,9 mg/d 20,6
Mn (mg/100 g) 0,210 0,046 - 0,358 2,3/1,8 mg/d 9,1/11,7
Zn (mg/100 g) 0,403 0,187 - 0,595 11/8 mg/d 3,7/5,0
Vitamina C total (mg/100 g)  30,3" 15,9 -39,9 90/75 mg/d 33,7/40,5
AA (mg/100 g) 2,2 0,5-5.2
ADHA (mg/100 g) 28,3 15,2-39,5

CDT: carbohidratos disponibles totales

AA: acido ascérbico

ADHA: 4cido dehidroascérbico

*Independientemente de la posible variabilidad natural, las majuelas pueden ser consideradas como
“Fuente de fibra y de vitamina C” (>3 g/100 g, y >12 mg/100 g, respectivamente) segtn el Reglamento
(CE) N° 1924/2006 y el Reglamento (UE) N° 1169/2011
Atendiendo a sus contenidos medios, también podrian considerarse como “Fuente de K, Ca y Cu” (>300
mg/100 g, >120 mg/100 g, y >0,15 mg/100 g, respectivamente) segiin el Reglamento (CE) N° 1924/2006 y
el Reglamento (UE) N° 1169/2011
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Tabla 38. Composicién nutricional media de los frutos de Prunus spinosa L. (ssf) y su
contribucién media a las RDAs

Constituyentes Media Rango RDA % RDA
(n=18) (minimo-maximo) (minimo) (Hombres/Mujeres)
Humedad (g/100 g) 68,3 64,1-72,8 ---
Energia (Kcal/100 g) 97 83-113
Proteinas (g/100 g) 1,463 0,521 - 2,813 56/46 g/d 2,6/3,2
Grasa (g/100 g) 0,402 0,281 - 0,573 ---
CDT (g/100 g) 16,0 11,7-21,1 130 g/d 12,3
Azicares totales 13,8 7,3-19,0 - -
Fructosa (g/100 g) 2,30 1,00 - 3,90 - -
Glucosa (g/100 g) 11,59 5,50 - 15,12 - -
Sacarosa (g/100 g) 0,05 0,37 - 0,50 -—-
Fibra total (g/100 g) 12,3* 10,7-13,9 38/25 g/d 32,3/49,1
Fibra soluble (g/100 g) 1,9 0,7-2,7
Fibra insoluble (g/100 g) 10,3 8,9-11,8 -— -
Cenizas (g/100 g) 1,46 0,97 -2,02 ---
K (mg/100 g) 390° 176 - 692
Na (mg/100 g) 38,63 8,33 - 106,87 ---
Ca (mg/100 g) 50,2 28,8 - 83,2 1000 mg/d 5,0
Mg (mg/100 g) 20,0 7,9 - 30,6 420/310 mg/d 4,8/6,5
Fe (mg/100 g) 1,574 1,011 - 2,270 8/18 mg/d 19,7/8,7
Cu (mg/100 g) 0,231° 0,072 - 0,427 0,9 mg/d 25,7
Mn (mg/100 g) 0,124 0,063 - 0,193 2,3/1,8 mg/d 5,4/6,9
Zn (mg/100 g) 0,366 0,159 - 0,640 11/8 mg/d 3,3/4,6
Vitamina C total (mg/100 g) 11,3 5,0-16,5 90/75 mg/d 12,5/15,0
AA (mg/100 g) 0,3 0,1-0,5
ADHA (mg/100 g) 11,2 4,9-16,2

CDT: carbohidratos disponibles totales

AA: acido ascérbico

ADHA: 4cido dehidroascérbico

*Independientemente de la posible variabilidad natural, las endrinas pueden ser consideradas como
“Fuente de fibra” (>3 g/100 g), segiin el Reglamento (CE) N° 1924/2006 y el Reglamento (UE) N°

1169/2011

"Atendiendo a su contenidos medios podrian considerase como “Fuente de K y Cu” (>300 mg/100 g, y
>0,15 mg/100 g, respectivamente), segtiin el Reglamento (CE) N° 1924/2006 y el Reglamento (UE) N°

1169/2011
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Tabla 39. Composicién nutricional media de los frutos de Rubus ulmifolius Schott (ssf) y
su contribucién media a las RDAs

Valor

. . Rango RDA % RDA
Constituyentes medio L. L. L. .
(n=18) (minimo - maximo) (minimo) (Hombres/Mujeres)
Humedad (g/100 g) 70,8 37,0-79,8
Energia (Kcal/100 g) 95 64 - 205
Proteinas (g/100 g) 1,350 0,689 - 3,002 56/46 g/d 2,4/2.9
Grasa (g/100 g) 0,336 0,204 - 0,663
CDT (g/100 g) 16,1 10,2 - 35,9 130 g/d 12,4
Azicares totales 13,9 4,6-359 --- ---
Fructosa (g/100 g) 7,02 2,35-17,83 - -
Glucosa (g/100 g) 6,70 2,11-17,49
Sacarosa (g/100 g) 0,17 0,14 - 0,67
Fibra total (g/100 g) 11,5 7,9-21,8 38/25g/d 30,3/46,0
Fibra soluble (g/100 g) 2,0 0,8-4,5
Fibra insoluble (g/100 g) 9.4 7,0-17,7 — -
Cenizas (g/100 g) 0,85 0,61 -1,50 - -
K (mg/100 g) 196 102 - 360
Na (mg/100 g) 31,95 4,10 - 68,24
Ca (mg/100 g) 78,4 32,9-151,8 1000 mg/d 7,8
Mg (mg/100 g) 43,0 16,5 - 104,2 420/310 mg/d 10,2/13,9
Fe (mg/100 g) 1,166 0,578 - 2,066 8/18 mg/d 14,6/6,5
Cu (mg/100 g) 0,268° 0,076 - 0,527 0,9 mg/d 29,8
Mn (mg/100 g) 1,560° 0,128 - 3,392 2,3/1,8 mg/d 67,8/86,6
Zn (mg/100 g) 0,409 0,220 - 0,667 11/8 mg/d 3,7/5,1
Vitamina C total (mg/100 g) 17,3 5,8-28,5 90/75 mg/d 19,2/23,0
AA (mg/100 g) 10,6 3,5-19,0 -
ADHA (mg/100 g) 5,3 2,7-9,1

CDT: carbohidratos disponibles totales

AA: 4cido ascorbico

ADHA: 4cido dehidroascérbico

“Independientemente de la posible variabilidad natural, las zarzamoras pueden ser consideradas como
“Fuente de fibra” (>3 g/100 g), segtin el Reglamento (CE) N° 1924/2006 y el Reglamento (UE) N°
1169/2011

"Atendiendo a su contenidos medios podrian considerarse “Fuente de Cu, Mn y vitamina C” (>0,15 mg/100
g, >0,3 mg/100 g, y >12 mg/100 g, respectivamente), segin el Reglamento (CE) N° 1924/2006 y el
Reglamento (UE) N° 1169/2011
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Asimismo, para una mejor comparacion entre las cuatro especies estudiadas, y
dada la influencia que el contenido acuoso de los frutos tiene sobre sus niveles de
nutrientes, lo cual ha sido ya puesto de manifiesto en capitulos anteriores, se han
elaborado de forma comparativa graficas con los valores medios expresados sobre
sustancia fresca (ssf) y sobre sustancia seca (sss), de modo que puedan visualizarse las

diferencias y comparar asi los resultados con mayor facilidad (figuras 66-70).

Asi, como puede observarse en la figura 66, hay que tener en cuenta que aunque
la composicién centesimal es diferente entre los cuatro tipos de frutos, no hay tantas
diferencias al expresar los datos sss, y esto se manifiesta mas claramente en los valores
de fibra. Se puede, por tanto, afirmar que la composicion centesimal estd altamente
influenciada por el contenido acuoso, que ejerce un efecto de dilucién sobre el resto de
componentes de la misma. Asi, aunque el aporte de macronutrientes en estado fresco
pueda ser diferente (A. unedo tiene menos humedad, y por tanto mayor aporte
nutricional), considerando los productos desecados, las diferencias en cuanto a su

composicion y aporte nutricional no serian tan acentuadas.

De la composicion centesimal, destaca el aporte de hidratos de carbono, siendo el
mads alto el de los frutos de madrofo, los cuales cubririan un 18% de la RDA para
adultos, fijadas por el FNB en 130 g/dia; los demds cubririan entre un 11% y un 12% con
100 g de porcién comestible, tal como puede apreciarse en las tablas 36-39,

anteriormente presentadas.

Ademads, al comparar los frutos objeto de estudio con otros frutos cultivados
convencionales, segun los datos de Souci y col. (2008), podemos destacar que los frutos
silvestres estudiados aportan mayores contenidos de CDT (14-23 g/100 g) y mas fibra
(11-16 g/100 g) que muchos frutos convencionales como por ejemplo la naranja, el
pomelo, el kiwi, la sandia, el limén y la fresa cuyos valores de CDT se encuentran entre

6-10 g/100 g y de fibra entre 0,24-2,2 g/100 g de porcidén comestible (Souci y col., 2008).
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Figura 66. Grificas comparativas de la composicién centesimal de madrofios, majuelas, endrinas
y zarzamoras

También hay que sefalar que mientras que en la mayoria de los frutos
convencionales (como manzana, naranja, platano, etc.), la proporcién carbohidratos
disponibles/carbohidratos no disponibles es favorable a los primeros, siendo esta
proporcién de 70/30 o incluso superior, en muchas bayas y otros frutos pequefios
silvestres y cultivados, como por ejemplo ardndanos, grosella roja y negra, etc., esta
relacién cambia, siendo mds favorable hacia los carbohidratos no disponibles (fibra), con
una relacion de cerca de 50/50. Este mismo comportamiento se manifiesta en los frutos
analizados en este estudio donde la relacion CDT/fibra estd comprendida entre
proporciones de 55/45 a 60/40 (tabla 40), lo que significa un mejor perfil de hidratos de
carbono que los frutos convencionales. Este hecho sugiere que estos frutos serian una

alternativa excelente para mejorar la calidad nutricional de la dieta mediante el
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incremento en el aporte de fibra, con efectos fisiologicos demostrados en la regulacién de
la funcién gastrointestinal, modificaciéon de la absorciéon de grasas (con la consiguiente
reducciéon de los niveles de colesterol plasmaético), e incluso en la disminucién de la

incidencia de cancer de colon (Eastwood y Morris, 1992; Gray, 2006).

Asi, todos los frutos estudiados son muy interesantes desde este punto de vista, ya
que con 100 g de majuelas, endrinas o zarzamoras, se podrian cubrir el 30-32% o el 46-
49% de los requerimientos diarios de fibra (RDAs), estimados en 38 y 25 g/dia para
hombres y mujeres adultos respectivamente. Los frutos de madrofio superan estos
niveles, ya que cubren el 43% o el 65% de dichos requerimientos respectivamente, con

100 g de frutos.

Ademds, y siguiendo las directrices del Reglamento (CE) N° 1924/2006 del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 20 de diciembre de 2006, relativo a las
declaraciones nutricionales y de propiedades saludables en los alimentos, todos ellos,
incluso en estado fresco, podrian ser considerados, no sélo como “fuente de fibra”, sino
que también podria declararse que poseen un “alto contenido de fibra” (proporcionan
mads de 3 y 6 g/100 g respectivamente para cada una de las declaraciones). De ellos, los
madrofios presentaron niveles ligeramente superiores a los demds, (16,3 g de fibra

total/100 g), siendo més ricos en fibra insoluble (tabla 40).
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Tabla 40. Relacion entre distintos pardmetros de la composicion nutricional en los frutos silvestres estudiados, comparativamente con otras bayas y
pequeiios frutos y con los frutos convencionales

Frutos silvestres analizados del presente estudio

Madroiio Majuela Endrina Zarzamora
(A. unedo L.) (C. mongyna Jacq.) (P.spinosa L.) (R. ulmifolius Schott)
CDT/Fibra total 59/41 55/45 56/44 58/42
FS/FI 17/83 26/74 16/84 18/82
Glucosa/Fructosa 34/66 76/24 83/17 49/51
AA/ADHA (mg) 91/9 7/93 2/98 67/33
Otras bayas y pequeiios frutos silvestres y/o cultivados (Souci y col., 2008)
Zarzamora Frambuesa Arandano Arandano rojo Grosella roja Grosella blanca  Grosella negra Fresa Guinda Cereza dulce
(R. fruticosus L.)! (R. idaeus L.) (V. myrtillus L.) (V. vitis-idaea L.)  (R. rubrum L.) (R. rubrum L.) (R. nigrum L.) (Fragaria sp.)  (P. cerasus L.) (P. avium L.)
CDT/Fibra total 66/34 51/49 55/45 68/32 58/42 70/30 47/53 77/23 90/10 91/9
FS/FI 30/70 21/79 29/71 37/63 14/86 --- 6/94 36/74 55/45 38/62
Glucosa/Fructosa 49/51 47/53 42/58 51/49 45/55 51/49 43/57 49/51 55/45 53/47
Vitamina C (mg) 17 25 22 12 36 35 177 57 12 15

'Sinénimo de R. ulmifolius

Frutos convencionales (Souci y col., 2008)
Uva Pina Plitano Manzana Naranja Pomelo Mandarina Kiwi Limén Mango Sandia

CDT/Fibra total 91/9  93/7 92/8 85/15 84/16 82/18 86/14 81/19 --- 88/12 97/3
FS/F1 14/86 15/85  34/66 24/76 38/62 34/66 39/61 28/72 --- 37/63 9/91

Glucosa/Fructosa 50/50 47/53  51/49 26/74 47/53 53/47 57/43 48/52  51/49  25/75  40/60

Vitamina C (mg) 4,2 19 11 12 45 41 30 44 51 37 6,0

CDT: carbohidratos disponibles totales; FS: fibra soluble; FI: fibra insoluble; AA: 4dcido ascérbico; ADHA: 4cido dehidroascérbico
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También hay que resaltar, que a pesar de las variaciones encontradas en el
contenido de fibra en frutos frescos, las diferencias apenas se aprecian cuando los datos
se expresan sss. Asi, si se utilizaran como frutos deshidratados, sus elevados contenidos
de fibra alimentaria (35-40%) harian de ellos una alternativa excelente para su uso como
ingredientes en otros alimentos (como por ejemplo, lacteos fermentados, derivados de
cereales, etc.), con el fin de enriquecerlos en la misma, dotdndolos a la vez de sabores,

colores y aromas diferentes que resultarian muy atractivos para el consumidor.

En cuanto al reparto de las fracciones de fibra, encontramos que en los frutos
convencionales la relacion FS/FI es en general, més favorable a la FI como por ejemplo
en uva, pifia, platano, manzana, pudiendo llegar hasta mds del 90% de FI en algunos
frutos como son la grosella negra y la sandia (Souci y col., 2008). En el caso de los frutos
analizados en este estudio también se observa esta tendencia, con valores que oscilan
desde 26/74 en los frutos de majuelo hasta valores préximos a 16/84 en los de madrofio,
endrino y zarzamora (tabla 40). De este modo, las majuelas aportan mayores niveles de
fibra soluble respecto a los demads. Este hecho es interesante nutricionalmente, ya que la
fraccién soluble de la fibra (principalmente sustancias pécticas) es responsable de la
consistencia y estructura fisica de las frutas, y se le atribuyen efectos en la disminucion
de los niveles de LDL y colesterol total en plasma, por lo que puede tener un efecto
preventivo sobre la aparacién de alteraciones cardiovasculares, ademds de ayudar a

disminuir la respuesta glicémica (Camara y col., 2003; Gray, 2006).

En cuanto al contenido de carbohidratos disponibles, destacan en todos los frutos,
los azidcares. En la figura 66, se puede observar la influencia que la humedad ejerce
sobre los mismos, sobre todo en los madrofios, que son los frutos que mayor contenido
presentaron, con una media de azicares totales de 13,77 mg/100 g, mientras que si
eliminamos la influencia de la humedad, se aprecia que éstos fueron los frutos con menor

contenido de azicares, con 30,35 mg/100 g sss como media (figura 66).

De esto se deduce que su intenso sabor dulce no se debe tanto a una mayor
concentracién de azucares, sino a su menor contenido acuoso. Ademads, al analizar los
compuestos individuales de los perfiles de aziicares, como ya se ha comentado, se
observa que la mayoria de las frutas convencionales poseen fructosa y glucosa a partes
iguales, a menudo procedentes, equimolecularmente, de la hidrélisis de la sacarosa (tabla
40). En los frutos estudiados, esta proporcion solo se ha encontrado en las zarzamoras

silvestres, mientras que en las majuelas y las endrinas predomina la glucosa (G/F=76/24
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y 83/17, respectivamente) y en los madrofios predomina la fructosa (G/F=34/66) a lo que
también puede atribuirse su intenso dulzor. Por tanto, los madrofios dada su riqueza en
fructosa, azdcar con gran poder edulcorante y de metabolizacién mads lenta serian mas

adecuados para aquellas personas que deben cuidar su nivel de glucemia en sangre.

Los lipidos y las proteinas son en todos los casos compuestos minoritarios en la
composicion centesimal. Los contenidos medios de lipidos oscilan entre 0,34 g/100 g en
zarzamoras y 0,61 g/100 g en madrofos. En cuanto al contenido medio de proteinas, se
diferencian madronos y majuelas, con valores maximos de hasta 1,57 g/100, de endrinas

y zarzamoras, que pueden llegar hasta cerca de 3 g/100 g.

Con respecto al contenido mineral (figura 67), no se observa una tendencia clara
en cuanto a la influencia de la humedad con respecto a su contenido en seco. En el caso
de los macroelementos minerales, los frutos de A. unedo son los que tienen un contenido
mads bajo, mientras que los de majuelo y endrino destacan por sus niveles mas altos, por
encima de los de R. ulmifolius, tanto ssf como sss. La tabla 41 recoge algunas relaciones
entre elementos minerales en los frutos estudiados, comparativamente con otros frutos.
Se puede apreciar que son las zarzamoras las que se tienen un comportamiento diferente
en cuanto a sus perfiles de elementos minerales: las proporciones Na/K en los frutos
convencionales, asi como en los frutos silvestres estudiados fue muy favorable al K
(cociente Na/K desde 1/99 a 9/91), mientras que las zarzamoras presentaron una relacién
de 14/86, con mas Na, en relacion a los niveles de K. De un modo similar, la relacion
Ca/Mg fue favorable al Ca en todos los frutos, siendo la proporcién de Ca menor en la

zarzamora que en los otros frutos analizados.

En cuanto a la contribucion a las RDAs, destacan las majuelas y zarzamoras, 100
g de las cuales cubririan entre el 9,3 y el 13,9% de los requerimientos diarios de Mg para
hombres y mujeres adultos respectivamente, frente al 4,5 y al 6,5% que cubririan 100 g
de madrofios o endrinas para hombres y mujeres adultos respectivamente. Estos
contenidos de Mg (19-43 mg/100 g) son superiores a los de otros frutos convencionales

como la manzana, la uva, la fresa o la cereza (5-13 mg/100 g).
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Figura 67. Gréficas comparativas de la composicion de elementos minerales de madrofios,
majuelas, endrinas y zarzamoras

Por otro lado, hay que destacar que los frutos de majuelo aportan una cantidad
media total de calcio de 182 mg/100 g (18,2% de las RDAs para hombres y mujeres,
frente a los 5-7,8% que cubririan madrofos, endrinas y zarzamoras). Este contenido es
superior al que se encuentra habitualmente en la leche (considerada como la principal
fuente de calcio en nuestra dieta), si bien es cierto que el calcio de origen vegetal es
menos biodisponible, debido entre otros factores, a la presencia de oxalatos en los
vegetales, que actian como complejantes del mismo. El 4cido oxdlico es un factor
intrinseco del alimento que inhibe la absorcién intestinal del calcio por la formacién de
compuestos insolubles (Sandstrom y col., 1986). El 4cido oxdlico estd presente como una
combinacion de complejos solubles tales como oxalato de sodio y potasio, o insolubles
como oxalato de calcio y magnesio, que ocasionan la disminucién de la absorcién de
estos minerales (Savage y col., 2000). Tiene una toxicidad relativamente baja (5 g como
dosis minima letal para un adulto); sin embargo, contribuye a la formacién de célculos
renales y reduce la biodisponibilidad del calcio. Por ello, se recomienda que la relacion
entre el dcido oxdlico/calcio sea de 2,5 o menor en los alimentos, para compensar este

efecto complejante (Concon, 1988; Derache, 1990). Por este motivo, se deberian preferir
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en la dieta, los alimentos con contenidos bajos de dcido oxalico, para evitar la formacion
de complejos de oxalato célcico y sus efectos negativos. El 4cido oxélico suele estar
presente en mayores proporciones en las plantas en crecimiento y desarrollo, con niveles
bajos en los frutos. Como puede apreciarse en la tabla 41, ninguno de los frutos
habituales supera los valores maximos recomendados, segin la relacion calculada a partir
de los contenidos de 4cido oxdlico analizados en estas mismas muestras por Morales y
col. (2013), y los datos de calcio obtenidos en el presente estudio. De acuerdo a ello,
podemos indicar que los frutos objeto de estudio tienen una relacién acido oxdlico/calcio
por debajo del maximo recomendado, y oscila entre 0,31 en los majuelos y 1,94 en los

endrinos, valores por tanto adecuados desde este punto de vista.

Con respecto al contenido de microelementos minerales, son especialmente los
frutos de P. spinosa y de R. ulmifolius los que aportan los niveles més elevados, que
ademds estdn menos influenciados por la humedad. Las endrinas seguidas por las
zarzamoras son las que muestran los valores mds altos de hierro (0,79-1,57 mg/100 g),
superiores a otros frutos tradicionales como la sandia, la cereza, el platano, la uva, la pifia
(0,22-0,40 mg/100 g) y los citricos como la naranja (0,19 mg/100 g) (Souci y col., 2008).
Asi, 100 g de frutos frescos cubririan el 14,6-19,7% de los requerimientos de hierro para
hombres, y el 6,5-8,7% de los de las mujeres. En cuanto a las recomendaciones de cobre
destacan nuevamente, las endrinas y las zarzamoras (26-30% de los requerimientos, para
100 g de frutos frescos); ademds 100 g de endrinas cubren alrededor del 20% de las
RDAs de hierro para adultos. Como puede verse en la tabla 41, la relacién entre Fe/Cu se
mantuvo muy constante en todos los frutos analizados (88/12 a 81/19), siendo parecida a

la de 1a mayoria de los frutos convencionales.

Por el contrario, el cociente Mn/Zn fue favorable al Zn en todos los frutos
estudiados, a excepcion de la zarzamora, en la cual la tendencia se invierte, y predomina
el Mn sobre el Zn, tendencia ésta mds habitual en los frutos convencionales. Sin
embargo, a partir de los datos obtenidos, las zarzamoras han revelado que muestran
mayores contenidos de Mn, con independencia de la humedad (figura 67); asi 100 g de
zarzamoras pueden en algunos casos llegar a cubrir la totalidad de los requerimientos
diarios de Mn para adultos, con una contribucién media de 68% y 87% para hombres y

mujeres adultos respectivamente.

Como resumen de lo anteriormente expuesto, y segiin el Reglamento (CE) N°

1924/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 20 de diciembre de 2006, relativo a

208



Resultados y Discusién - Estudio Comparativo

las declaraciones nutricionales y de propiedades saludables en los alimentos, atendiendo
a sus valores medios, los frutos de majuelo podrian ser considerados como “Fuente de K,
Ca y Cu”; los de endrino, como “Fuente de K y Cu”, y los de zarzamora, como ‘“Fuente
de Cu y Mn”, por superar el 15% de los valores de referencia marcados por dicho
Reglamento (contienen mas de 300 mg/100 g de K, 120 mg/100 g de Ca, 0,15 mg/100 g
de Cu 0 0,3 mg/100 g de Mn, en cada caso).
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Tabla 41. Relacion entre los elementos minerales en los frutos silvestres estudiados, comparativamente con otras bayas y pequefios frutos y con los

frutos convencionales

Frutos silvestres analizados del presente estudio

Madroiio Majuela Endrina Zarzamora
(A. unedo L.) (C. mongyna Jacq.) (P.spinosa L.) (R. ulmifolius Schott)
Na/K 4/96 2/98 9/91 14/86
Ca/Mg 78/22 82/18 71/29 65/35
Fe/Cu 88/12 81/19 87/13 81/19
Mn/Zn 15/85 34/66 25/75 79/21
AO*/Ca  58/42=1,38 24/76=0,31 66/34=1,94 56/44=1,27

*AO0: 4cido oxdlico (Datos de Morales y col. (2013) analizados en estas mismas muestras)

Otras bayas y pequeiios frutos silvestres y/o cultivados (Souci y col., 2008)

Zarzamora Frambuesa Arandano Arandano rojo Grosellaroja  Grosella blanca  Grosella negra Fresa Guinda Cereza dulce
(R. fruticosus L)' (R idaeusL.) (V. myrtillus L.) (V. vitis-idaea L.) (R. rubrum L.)  (R. rubrum L.)  (R. nigrum L.) (Fragaria sp.) (P. cerasus L.)  (P. avium L.)
Na/K 1/99 1/99 1/99 2/98 1/99 1/99 1/99 1/99 2/98 1/99
Ca/Mg 59/41 57/43 81/19 72/28 69/31 77/23 73/27 59/41 50/50 57/43
Fe/Cu 90/10 92/8 91/9 75125 87/13 87/13 93/7 93/7 - 78/22
Mn/Zn 84/16 52/48 97/3 58/42 49/51 - 56/44 60/40 - 50/50
AO/Ca 21/79 29/71 - - 25/75 - - 46/54 37/63 30/70

'Sinénimo de R. ulmifolius

Frutos convencionales (Souci y col., 2008)
Uva Pina Platano Manzana Naranja Pomelo Mandarina Limén Mango Sandia Kiwi

Na/K 1/99 1/99  0,3/99,7 1/99 1/99 1/99 1/99 1/99 3/97 1/99 1/99
Ca/Mg 62/38 48/52 18/82 50/50 77123 73127 75125 28/72 40/60 43/57  61/39
Fe/Cu  79/21 87/13 77123 83/17 78/22 82/18 84/16 78122 86/14 89/11  89/11
Mn/Zn 60/40 72/28 57/43 30/70 29/71 29/71 38/62 30/70 59/41 28/72  46/54

AO/Ca  40/60 - - 9/91 - - - - 75125 - -
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La vitamina C es uno de los nutrientes mds interesantes en los frutos de A. unedo,
que aportan una media de 288 mg/100 g (figura 68); asi, con una porcién de 30 g (20 g
en el caso de las mujeres), se podrian cubrir el total de las RDAs para adultos de esta
vitamina, estimada en 90 y 75 mg/dia para hombres y mujeres adultos respectivamente.
Al compararlos con los frutos convencionales podemos destacar que los madrofios
superan los valores habituales de otras fuentes dietéticas tradicionalmente consideradas
como ricas en esta vitamina, como son los citricos (naranja con 45 mg/100 g 6 limén con

51 mg/100 g), o los kiwis (con 44 mg/100 g) (Souci y col., 2008).

Datos expresados ssf Datos expresados sss
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Figura 68. Graficas comparativas de vitamina C de madrofios, majuelas, endrinas y zarzamoras

Los demas frutos estudiados presentaron valores mas bajos, aunque siguen siendo
interesantes en el caso de los frutos de C. monogyna y de R. ulmifolius. En el caso de las
majuelas (30,3 mg/100 g), 100 g de frutos pueden proporcionar el 34-40% de las RDAs,
y en el de las zarzamoras (17,2 mg/100 g), la contribucién seria de 19-23% de las RDAs
(para hombres y mujeres adultos respectivamente). Por el contrario, la contribucién de
vitamina C de las endrinas es la mds baja de los cuatro frutos estudiados, ya que con 100
g de frutos, solo aportan un 12-15% de las RDAs para hombres y mujeres adultos

respectivamente.

Ademads, hay que sefialar que en la mayoria de las tablas de composicién de
alimentos no hacen distinciéon entre AA y ADHA, mientras que en este estudio se han
cuantificado ambas fracciones, lo cual es importante, pues ambas tienen actividad
nutricional aunque es la forma reducida de la vitamina C (AA) la que presenta actividad
antioxidante, y ademads, es la mds estable. Por tanto, es de gran interés que la vitamina C

en los alimentos se presente como AA preferiblemente al ADHA. La relacion de
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AA/ADHA en los frutos de A. unedo es 91/9, y en los de R. ulmifolius de 67/33, y son
por tanto destacables con respecto a los de C. monogyna y P. spinosa, en los que
predomina la forma oxidada de la vitamina C (mds del 93% de ADHA), y con contenidos

totales mas bajos (11-17 mg/100 g).

Respecto a los compuestos fendlicos hay que resaltar que muchas bayas se
conocen como fuentes ricas en dcidos hidroxicindmico, elagitaninos, glucdsidos de
flavonoles, antocianinas, flavan-3-oles y proantocianidinas (Maéittd-Riithinen y col.,
2004). Como ya hemos indicado, los flavonoides predominantes que se encuentran en las
mismas son las antocianinas y flavonoles, que se presentan casi exclusivamente en forma
glicosilada (Miller y Ruiz-Larrea, 2002; Cho y col., 2004). Estos compuestos pueden
estar relacionados con sus actividades bioldgicas, que muestran una amplia gama de
efectos in vitro, tales como la proteccion contra el estrés oxidativo promovido por
especies de radicales libres; de ahi sus potenciales efectos como anti-inflamatorios,
antialérgicos, antiulcerosos, antibidticos y anticancerigenos, que han sido ampliamente
descritos (Bravo, 1998; Fang y col., 2002; Mertz y col., 2007; Cesoniené y col., 2009;
Flamini y col., 2013). Concretamente algunos autores han indicado la importancia de
moléculas presentes en las zarzamoras y en otros alimentos como es la antocianina
cianidina 3-glucésido, que muestra actividad quimiopreventiva y anticancerigena (Ding y

col., 2006)

Los niveles de compuestos fendlicos totales en los frutos P. spinosa y A. unedo
analizados en este estudio (valores medios 2294 y 1235 mg EAG/100 g respectivamente) se
encuentran en el rango mds alto o incluso superior a los contenidos de frutos
convencionales como la uva negra (76,9 mg/100 g), asi como de bayas silvestres y/o
cultivadas comunmente consideradas como fuente de compuestos fendlicos, como la
grosella negra (620,7 mg/100 g), el saico negro (1358,7 mg/100 g) o los ardndanos rojos
(106,1 mg/100 g) (INRA, 2013).

Las principales fracciones de compuestos fendlicos en dos de los cuatro frutos
analizados (madrofios y zarzamoras) han sido los dcidos fendlicos; en las endrinas, las
antocianinas; y los flavonoles los mds abundantes en el caso de las majuelas (tabla 42;

figura 69).

Los frutos de endrino destacan mucho por sus altos niveles de compuestos
fendlicos, mucho mayores que los niveles que presentan los demds frutos, y

especialmente de antocianinas (compuesto predominante, la cianidina 3-rutin6sido); con
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una contribucién al total de compuestos fendlicos de un 62%, los 4cidos fendlicos con un
32%. En este sentido hay que hacer una mencién especial de los frutos de endrino, que
presentan niveles de antocianinas de 1,4 g/100 g, muy por encima de la mayoria de los
frutos comestibles como se ha comentado. La cianidina 3-rutindsido es la antocianina
mayoritaria en los frutos de endrino, como ocurre en la cereza dulce, aunque en otros
frutos pequefios y frutos comunes se presenta como mayoritaria la cianidina 3-glucésido

(INRA, 2013).

Los frutos de madrofno también presentan altos niveles de antocianinas
(compuesto predominante, la cianidina 3-glucésido) (figura 69) y junto con los édcidos
fendlicos contribuyeron en proporciones similares al total de compuestos fendlicos. Por
el contrario, los frutos de majuelo y zarzamora poseen valores mas bajos de compuestos
fendlicos, y son en éstos los dcidos fendlicos los mayoritarios (compuesto predominante,
el 4cido galico en ambos) con una contribucién media de 68% al total de compuestos
fendlicos. Los frutos de zarzamora de este estudio contienen valores de antocianinas
similares a otros frutos del mismo género, sin embargo los valores de acidos fendlicos
son muy superiores al resto de frutas convencionales silvestres o cultivadas como la uva
verde (10,9 mg/100 g), y pequenos frutos como la grosella negra (65,7 mg/100 g) o la
frambuesa (49,97 mg/100 g) (Russell y col., 2009; INRA, 2013).

De los cuatro frutos estudiados los mayores niveles de flavonoles se encontraron
en frutos de C. monogyna (compuesto predominante, la quercetina 3,4-diglucésido)
(figura 69). Los frutos de majuelo fueron los que presentaron mds flavonoles en nuestro
estudio (187,2 mg ER/100 g), valores muy superiores a otras frutas convencionales e
incluso superiores a pequefios frutos como el saico negro (42,0 mg/100 g) o la
frambuesa nega (19,0 mg/100 g). Esta misma tendencia se pone de manifiesto en el
estudio de Camara y col. (2011), que muestra como principal familia de compuestos
fendlicos a los flavonoles, en varias frutas tipo pomo tales como la pera, manzana, uva,
tomate y principalmente antocianinas en otras bayas (moras, fresas, arandanos, frutos
rojos) al igual que ocurre en los frutos de este estudio. Los derivados de la quercetina
fueron los flavonoles mds abundantes en casi todas las frutas, mientras que los derivados
de cianidina fueron las antocianinas que mas predominaron (tabla 42). La quercetina, por

ejemplo, es el flavonoide presente en mayor cantidad en la mayoria de las dietas.
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Figura 69. Grificas comparativas de compuestos fendlicos de madrofios, majuelas, endrinas y
zarzamoras

214



Tabla 42. Contenidos de compuestos fendlicos en los frutos silvestres de este estudio, pequefios frutos y frutos convencionales (mg/100 g ssf)

ACIDOS FENOLICOS FLAVONOLES ANTOCIANINAS
Frutos silvestres analizados Total Compuestos mayoritario Total Compuestos mayoritario Total Compuestos mayoritario
Madroiio 667,9 acido gélico: 383,89 37,8 quercetina 3-rutinésido: 13,40 566,9 cianidina 3-glucésido: 355,98
Majuelo 466,5 acido gélico: 212,94 187,2 | quercetina 3,4-diglucésido: 110,69 27,2 cianidina 3-galactosido: 27,10
Endrino 728.,8 acido gélico: 500,05 134,0 quercetina 3-glicésido: 89,56 1431 cianidina 3-rutinésido: 1155,87
Zarzamora 4143 acido gélico: 268,72 51,4 quercetina 3-glucésido: 18,18 141,8 cianidina 3-glucésido: 86,73
Peq. frutos silvestres y/o cultivados
Frambuesa negll;a) (R. occidentalis 38 dcido eldgico: 38 19,0 quercetina 3-rutindsido: 19 - -
Frambuesa (R. idaeus L.)" 49,97 dcido gélico: 26,04 - - -
(Rubus sp.) 57,4 acido elagico: 43,67 12,8 quercetina 3-galactdsido: 4,1 172,59 cianidina 3- glucésido: 138,72
Saiico negro (Sambucus nigra L.) - - 42,0 quercetina: 42,00 1316,65 cianidina 3- glucésido: 794,13
Arandano (Vaccinium myrtillus 1.) 2,90 acido ferulico: 2,3 1,27 quercetina: 1,27 - -
Arandano rojo (V. vitis-idaea L.) 14,3 cido cafeico: 6,34 31,5 quercetina 3- galactésido: 13,22 60,21 cianidina 3- galactdsido: 48,69
Grosella roja (Ribes rubrum L.) 3,01 dcido 4-hidroxibenzoico 4-glucésido: 1,03 | 0,77 quercetina 3-rutinésido: 0,44 33,1 cianidina 3-xilosil-rutindsido: 11,22
Grosella blanca (Ribes rubrum L.) 0,67 acido p-cumdrico 4-glucésido: 0,67 0,86 quercetina 3-rutindsido: 0,7 - -
Grosella negra (Ribes nigrum L) | 14.8/ dcido 3-cafeoilquinico: 4.3/ 13,7 | quercetina 3-rutinésido: 4,65 5022 | delfinidina 3-rutinésido: 304,91
65,7* acido galico: 20,98*
Fresa (Fragaria L.) 12,7 p-cumaroil glucosa: 4,36 2,32 quercetina 3-glucurénido: 1,74 73 pelargonidina 3-glucésido: 47,14
Freson (Fragaria ananasa L.)* 42.5 acido gélico: 17,13 - - - -
Guinda (Prunus cerasus L.) 424 dcido 3-cafeoilquinico: 19,1 - - 544 cianidina 3 'gzcgzﬂ'mtmos‘d“
Cereza dulce (Prunus avium L.) 87,8 dcido 3-cafeoilquinico: 44,71 - - 171,4 cianidina 3-rutinésido: 143,27
Frutos convencionales
Uva negra 1,68 dcido cafeoil tartarico: 1,13 3,08 quercetina 3-glucurénido: 2,15 72,1 malvidina 3- glucésido: 39,23
Uva verde 10,9 dcido trans cafeoil tartarico: 5,23 2,49 quercetina 3-glucurénido: 1,5 - -
Naranja - - 0,1 Kaempferol: 0,1 - -
Pomelo 0,04 acido ferulico: 0,01 - - - R
Limén - - 0,37 - - -

Fuente: Phenol-Explorer (INRA, 2013),

'Rusell y col. (2009)
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Aunque no hay establecida una RDA para los polifenoles, Soto-Vaca y col.
(2012) han indicado una ingesta media de 1058 mg/dia para los hombres y 780 mg/dia
para las mujeres, de los cuales la mitad de ellos deberian ser hidroxicinamatos, 20-25%
flavonoides totales y aproximadamente un 1% antocianinas. Tomando este valor como
referencia se puede afirmar que los frutos estudiados representarian una contribucién
interesante a la ingesta de polifenoles, cubriéndose con 100 g de frutos de majuelo y
zarzamora, mas de la mitad de dicha ingesta, y con los de madrofio y especialmente los
de endrino, mds del 100 y 200% respectivamente de la misma. En este ultimo caso, hay
que sefalar que se necesitaria ingerir aproximadamente 46 g de endrinas para alcanzar la
ingesta media diaria de compuestos fendlicos de los adultos (en el caso de las mujeres,
seria suficiente con 34 g de endrinas), siendo por tanto estos frutos, la mejor fuente de

compuestos fendlicos de todos los frutos presentados en este trabajo.

Los resultados de capacidad antioxidante, medida por el método de Folin-
Ciocalteu, obtenidos en el presente estudio revelaron un potencial antioxidante muy
elevado en los frutos de P. spinosa (1851-3825 mg EAG/100 g), aproximadamente el
doble que para los otros tres frutos estudiados, los cuales se movieron en un rango de
entre 449 a 1974 mg EAG/100 g. El hecho de presentar mayores valores de actividad
antioxidante por el método de Folin-Ciocalteau puede atribuirse a que dicho método se
encuentra altamente influenciado por el contenido de compuestos fendlicos en las
muestras, que es mucho mayor en los frutos de endrino que en los demds frutos
estudiados. Los frutos de P. spinosa y los de A. unedo muy ricos en compuestos
fendlicos, fueron los que presentaron mayor actividad antioxidante, medida por el
método de Folin-Ciocalteau; por el contrario, la actividad antioxidante fue mas baja en
los frutos frescos de C. monogyna, por todos los métodos ensayados, esto puede estar
relacionado con sus bajos niveles de vitamina C y de compuestos fendlicos. Este
comportamiento se mantiene cuando los resultados se expresan sobre sustancia seca
como se puede observar en la figura 70. Estos resultados, correspondientes a actividad
antioxidante en fase acuosa, coinciden con los resefiados por otros autores sobre
actividad antioxidante en fase lipdfila y muestran una mayor activadad antioxidante los

frutos de P. spinosa y A. unedo respecto a majuelas y zarzamoras (Morales y col., 2013).
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Figura 70. Graficas comparativas de la actividad antioxidante de de madrofios, majuelas,
endrinas y zarzamoras

Como se ha indicado, todos los frutos de este estudio mostraron valores
superiores de capacidad antioxidante (medida por el método Folin-Ciocalteu), que los
valores obtenidos en otros frutos como los ardndanos (Vaccinium myrtilus L.) con 670
mg EAG/100 g, también distintos cultivares del género Vaccinium (arandanos) (270,0-
929,6 mg/100 g), o las grosellas negras con 763,0 mg EAG/100 g (Sellappan y col.,
2002; Marinova y col., 2005; Cesoniené y col., 2009). Sin embargo, en otros estudios,
como el de Pantelidis y col. (2007) aparecen valores més altos en distintos cultivares del
género Rubus y del género Ribes, ricos en compuestos fendlicos, que presentan el mayor
valor en unos hibridos de R. idaeus x R. fruticosus, con 2611 mg EAG/100 g de peso

seco, valores entre los que se encontrarian los frutos de R. ulmifolius de este estudio.

En cuanto a los otros métodos aplicados para valorar la capacidad antioxidante
(ABTS™, DPPH" y FRAP) arrojaron valores menos dispares entre los frutos, y existen
menos diferencias al comparar los estudios de otros autores. Es importante indicar que
existen importantes limitaciones a la hora de comparar los resultados de capacidad
antioxidante debidas a los distintos tipos de ensayos (distintas condiciones) asi como por
las diferentes formas de expresar los resultados. A menudo los datos en la bibliografia
cientifica se encuentran expresados en ECsj lo que tinicamente permite comparar valores

relativos (Ganhao y col., 2010; Barros y col., 2011).

Los frutos de P. spinosa, seguidos por los de A. unedo fueron los que mostraron
valores medios mds altos en cuanto al método FRAP (10,81 y 10,43 mmol ET/100 g
respectivamente). Serce y col. (2010) publicaron valores de capacidad antioxidante

medida por el método FRAP para frutos recogidos de A. unedo de la regién Mediterrénea
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de Turquia de 2,66 mmol ET/100 g, una menor capacidad antioxidante en comparacién

con las distintas muestras de madrofio presentadas en este trabajo.

Nuevamente, fueron los frutos de P. spinosa, seguidos por los de R. ulmifolius y
los de A. unedo, los que alcanzaron valores medios m4s altos por el método ABTS"™
(5,08, 4,81 y 4,48 mmol ET/100 g respectivamente). Ganhdo y col. (2010) publicaron
valores de capacidad antioxidante medidos por el método ABTS™ en el rango de nuestro
estudio en los frutos de P. spinosa (0,71 a 5,51 mM ET/100 g) y R. ulmifolius (4,43 y
12,21 mM ET/100 g) y valores ligeramente superiores para los frutos de A. unedo (5,03 a
6,57 mM ET/100 g) asi como para los frutos de C. monogyna (5,68 a 19,66 mM ET/100
g). Por otro lado, los frutos de R. ulmifolius y A. unedo han sido los que llegaron a

alcanzar valores medios mds altos por el método DPPH" (4,65 y 4,03 mmol ET/100 g).

En todos los casos, los valores de capacidad antioxidante son altos y por ello, los
frutos silvestres estudiados podrian ser considerados como interesantes fuentes de
antioxidantes de origen natural, para poder ser utilizados en la elaboracion de alimentos
funcionales o suplementos dietéticos. De hecho, el interés en los beneficios de la
incorporacién de los frutos de madrofio y de zarzamora o de sus extractos de frutas en los
yogures, pasteles y rellenos, cereales o productos cdrnicos ya se ha descrito (Alarcdo-E-
Silva y col., 2001; Ganhdo y col., 2010). Dichos extractos podrian ser utilizados para
alargar la vida util de los alimentos, para mejorar sus propiedades beneficiosas, o
también como fuentes de nuevos colores y sabores en la industria alimentaria. Todo ello,
sin perder de vista su uso tradicional (estado fresco), que seria el que mds preservaria el

potencial de estos alimentos.
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12.1. Estudio de componentes principales

Para completar la comparacion entre frutos, se ha llevado a cabo un estudio de

componentes principales.

El estudio de componentes principales se ha realizado de todos los frutos
silvestres teniendo en cuenta todos los pardmetros caracterizados en los mismos:
humedad, carbohidratos disponibles totales, fibra total, fibra soluble, fibra insoluble,
proteinas, grasa, cenizas, energia, azucares totales, fructosa, glucosa, sacarosa,
macroelementos minerales (K, Na, Ca, Mg) y microelementos minerales (Fe, Cu, Mn,
Zn), compuestos bioactivos (vitamina C total, AA, ADHA, fenoles totales por HPLC,
acidos fendlicos, flavonoles y antocianinas) y los cuatro métodos empleados para

determinar la capacidad antioxidante (Folin-Ciocalteu, ABTS™, DPPH" y FRAP).

La aplicacién de un andlisis de componentes principales cldsico permitié reducir
la estructura multidimensional de los datos a un mapa tridimensional que explicaba el
100% del total de la varianza (43,449% del primer componente, 31,504% del segundo
componente y 25,047% del tercero). De esta forma, para una correcta interpretacion de la
variabilidad de los datos, se requiere la consideracién de los tres primeros componentes

principales como se muestra en la tabla 43.

Tabla 43. Porcentaje de la variacién total explicada por cada “componente principal”

Nuamero Autovalor Porcentaje de la varianza Porcentaje acumulado
1 13,9038 43,449 43,449
2 10,0813 31,504 74,953
3 8,01493 25,047 100,000
4 1,10866E-15 0,000 100,000
5 9,94092E-16 0,000 100,000
6 8,30325E-16 0,000 100,000

En la tabla 44 se recoge la participacion de cada variable analizada en los tres
componentes principales seleccionados, indicindose en negrita aquellos valores mds

significativos.
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Tabla 44. Participacion de cada parametro estudiado en los componentes principales

. Componentes
Parametros 1 2 3
Humedad 0,262576 0,0270901 -0,065118
Carbohidratos disponibles totales -0,265612 -0,0423165 -0,0114059
Fibra total -0,257927 0,0157108 0,0951388
Fibra soluble -0,0305601 0,284484 0,146118
Fibra insoluble -0,25664 -0,0794634 0,0506727
Proteinas 0,0752615 -0,263752 -0,165653
Grasa -0,140762 0,169064 0,233332
Energia -0,266316 -0,0359269 0,0104189
Azicar total -0,194676 -0,185386 -0,125675
Fructosa -0,238405 0,0129254 -0,161122
Glucosa 0,231151 -0,0619788 0,165067
Sacarosa -0,0813706 -0,0199436 -0,335829
Cenizas 0,18962 0,0879456 0,229489
Na 0,125781 -0,265777 -0,0920517
K 0,189351 -0,0974233 0,225016
Ca 0,101133 0,288918 0,0450581
Mg 0,126632 0,176437 -0,240403
Cu 0,201569 -0,135657 -0,176459
Fe 0,095413 -0,294293 0,00613401
Mn 0,0602512 -0,0057072 -0,344135
Zn -0,259199 0,0750677 0,0336494
Vitamina C total -0,262618 0,0301938 0,0630774
Acido ascérbico -0,265606 0,0113955 0,047159
Acido dehidroascérbico -0,0982748 0,221209 0,215555
Fenoles totales HPL.C 0,0134394 -0,253535 0,20881
Acidos fenélicos -0,0911356 -0,203584 0,241303
Flavonoles 0,197031 0,10651 0,207734
Antocianinas 0,00856773 -0,272736 0,176289
Folin-Ciocalteu -0,0451019 -0,240404 0,220327
ABTS™ -0,0163057 -0,312949 -0,0334599
DPPH’ -0,164535 0,00836386 -0,278777
FRAP -0,124989 -0,247775 0,142992

Por su parte, en la tabla 45 se indica la participaciéon de cada componente

principal en las distintas especies de frutos silvestres estudiados.

220

Tabla 45. Participacion de los componentes principales en cada fruto silvestre estudiado

. Componentes
Etiqueta 1 ) 3
Arbutus unedo L. -5,50759 0,153225 0,727286
Crataegus monogyna Jacq. 2,38169 3,98401 1,46447
Prunus spinosa L. 2,20315 -3,77004 1,98384
Rubus ulmifolius Schott 0,922748 -0,367195 -4,17559
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Como se puede observar, el primer componente principal estd caracterizado
(altamente correlacionado) por las siguientes variables: humedad, glucosa, cobre y
flavonoles (positivamente); y con los CDT, la fibra total y la fibra insoluble, la energia,
los azucares totales, la fructosa, el zinc, la vitamina C total y el 4cido ascérbico

(negativamente).

El segundo componente estd definido positivamente por las variables: fibra
soluble, calcio, magnesio y acido dehidroascérbico positivamente; y con las proteinas, el
sodio, el hierro, los fenoles totales por HPLC, las antocianinas, y los métodos de

capacidad antioxidante Folin-Ciocalteu, ABTS™ y FRAP, con correlacion negativa.

El tercer componente estd caracterizado positivamente por la grasa, cenizas,
potasio, dcido dehidroascdrbico, dcidos fendlicos y el método de capacidad antioxidante
Folin-Ciocalteu; y negativamente por la sacarosa, el magnesio, el manganeso y el método

de capacidad antioxidante DPPH".

Los dos primeros componentes, que son los que mds influyen en la variacién de
las especies analizadas, se encuentran representados en la figura 71. En ella podemos
observar que los frutos de las cuatro especies estudiadas se separan claramente unas de
otras. Asi, zarzamoras, majuelas y endrinas, todos ellos de la familia Rosaceae, se sitian
en la parte positiva del primer componente principal, y por tanto, se caracterizan por un
mayor contenido de humedad, cenizas, glucosa, potasio, cobre y flavonoles, asi como por
contenidos bajos de energia, CDT, fibra total, fibra insoluble, zinc y vitamina C (AA).
Estos tres frutos se diferencian entre si en el segundo componente principal: los de C.
monogyna estan caracterizados positivamente por dicho componente, lo que significa
mayores contenidos de fibra soluble, grasa, calcio, magnesio y ADHA, y bajos
contenidos de proteinas, sodio, hierro, compuestos fendlicos totales, antocianinas y
capacidad antioxidante por los métodos Folin-Cioalteu, ABTS™ y FRAP. Por el
contrario, los de P. spinosa, al estar caracterizados negativamente por el segundo
compomente principal, presentard niveles altos de compuestos fenélicos, antocianinas y
actividad antioxidante. Los frutos de R. ulmifolius se encuentran en la zona intermedia

con respecto a este segundo componente.

Por su parte, los frutos de A. unedo, que pertenecen a la familia Ericaceae, se
sitdan en la zona izquierda de la figura, correlacionados negativamente con respecto al
primer componente, y por tanto se caracterizan por altos niveles de CDT, energia, fibra

total, fibra insoluble, zinc y vitamina C (AA), y bajos de humedad, cenizas, glucosa,
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potasio, cobre y flavonoles. Respecto al segundo componente se sitda, en la zona

intermedia, caracteristica que comparte con las zarzamoras.
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Componente 1

H (humedad); CDT (carbohidratos disponibles totales); FT (fibra total); FS (fibra soluble); FI (fibra
insoluble); P (proteinas); G (grasa); E (energia); AT (azdcar total); FRU (fructosa); GLU (glucosa); SAC
(sacarosa); C (cenizas); VCT (vitamina C total); AA (dcido ascérbico); ADHA (dcido dehidroascérbico);
FTH (fenoles totales HPLC); AF (4cidos fendlicos); FL (flavonoles); ANT (antocianinas); FTF (fenoles
totales Folin-Ciocalteu)

Figura 71. Superposicién de las distintas variables y frutos en el plano. Analisis global de los
parametros estudiados

En lo que respecta al tercer componente (figura 72), se puede sefialar que los
frutos de R. ulmifolius, son los mds influenciados por el mismo (de forma negativa), lo
que implica un mayor contenido de sacarosa, magnesio, manganeso y capacidad
antioxidante por el método DPPH’, y un menor contenido de grasa, cenizas, potasio,
ADHA, 4cidos fendlicos y mayor capacidad antioxidante por el método Folin-Ciocalteu

que los demads frutos (tabla 44).
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Componente 1

H (humedad); CDT (carbohidratos disponibles totales); FT (fibra total); FS (fibra soluble); FI (fibra
insoluble); P (proteinas); G (grasa); E (energia); AT (azicar total); FRU (fructosa); GLU (glucosa); SAC
(sacarosa); C (cenizas); VCT (vitamina C total); AA (4dcido ascérbico); ADHA (dcido dehidroascérbico);
FTH (fenoles totales HPLC); AF (acidos fendlicos); FL (flavonoles); ANT (antocianinas); FTF (fenoles
totales Folin-Ciocalteu)

Figura 72. Superposicion de las distintas variables y frutos en el plano. Anélisis global
de los parametros estudiados

12.2. Estudio “Cluster”

Para evaluar las posibles relaciones existentes entre las distintas especies de frutos
silvestres estudiadas también se ha llevado a cabo el andlisis de tipo “cluster” que
considera los valores medios (expresados sss) obtenidos para cada pardmetro en cada una

de las especies estudiadas.

Los clusters son grupos de observaciones con caracteristicas similares. El
procedimiento aplicado ha sido una clasificacion jerdrquica aglomerativa que sigue el
criterio de War’d (Everitt, 1980) y permitié obtener el dendograma reflejado en la figura
73. Este procedimiento ha creado un cluster de las 4 especies de frutos silvestres
estudiados en las tres temporadas y en las dos localidades de recogida distintas mediante

el método vecino mas cercano (una sola union).
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Figura 73. Dendograma de los frutos silvestres estudiados con respecto a los pardametros
analizados

Los resultados obtenidos de este estudio estdn en consonancia con los del PCA
(andlisis de componentes principales), anteriormente comentados. Como se puede
observar en el dendograma (figura 73), se han establecido tres niveles distintos de
separacion, agrupandose todas las muestras analizadas de forma que se diferencian muy
claramente las cuatro especies, lo cual indica que cada una de ellas estd caracterizada por

unos parametros de composicion diferentes, como ya se ha corroborado en el estudio

anterior de PCA.

En el primer nivel claramente se separan las muestras de P. spinosa del resto de
los frutos estudiados, lo que significa que es la especie que menos caracteristicas en
comun tiene con las demds, dada la distancia que los separa del resto. Si relacionamos
este hecho con el estudio de PCA, se observa que dicho fruto se sitia en el extremo
inferior derecho del grafico (figura 71), correlacionado fuertemente con el primer
componente principal lo que implica niveles altos de compuestos fendlicos, antocianinas

y actividad antioxidante.

En un segundo nivel de agrupacion, se separan los frutos de C. monogyna de los
de R. ulmifolius, que en la figura 71 del apartado de componentes principales se situaron
en el extremo superior derecho del gréafico, correlacionados fuertemente con el primer y
segundo componente principal. Esto podria relacionarse con los contenidos de fibra

soluble, calcio y ADHA en los frutos de C. monogyna (3,18 g/100 g, 182 mg/100 g y
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28,3 mg/100 g, respectivamente), y los niveles de magnesio de los frutos de R. ulmifolius

(42,96 mg/100 g) (tabla 37 y 39).

Posteriormente, en el tercer nivel se separan los frutos de R. ulmifolius de los de
A. unedo situdndose los madrofios (familia Ericaceae) a la izquierda del dendograma,
mientras que el resto de los frutos de majuelo, endrino y zarzamora (todos ellos de la
familia Rosaceae) se sitdan en la parte derecha del mismo. Majuelas, endrinas y
zarzamoras comparten ciertas similitudes en cuanto a composicién (mayor contenido de
glucosa, cobre y flavonoles) comparativamente con los de madrofios, (mayor contenido
de fibra, azudcar total, fructosa, zinc, vitamina C y AA), en consonancia con el primer

componente del estudio de PCA y con los datos analiticos obtenidos.
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Conclusiones

A) Composicion y valor nutritivo

1. El cociente CDT/fibra en todos los frutos estudiados es mas favorable a la fibra
que en otros frutos convencionales (>40% del total de carbohidratos). Los madrofios

destaca por su mayor contenido de CDT (mayor valor calérico).

2. Todos ellos, y especialmente los frutos de madrofio, pueden ser considerados
como muy buenas fuentes de fibra en la dieta al cubrir mas del 32% de las
recomendaciones diarias de fibra con una racién de 100 g. Se observa un predominio de
la fibra insoluble sobre la fibra soluble (16-18%) diferenciandose, respecto a los demas,

los frutos del majuelo donde la fibra soluble fue del (26%).

3. Aunque el contenido de azucares totales es similar entre todos los frutos, el
contenido de fructosa es muy superior en los frutos de madrofio seguidos por los de
zarzamora, lo que repercute en el mayor dulzor de éstos respecto a los de majuelo y
endrino. Cada especie presenta un perfil de azucares solubles diferente: en las
zarzamoras, glucosa y fructosa se reparten en partes iguales; en los madrofios, predomina

la fructosa; en las majuelas y endrinas, predomina la glucosa.
4. En cuanto al contenido de elementos minerales cabe destacar lo siguiente:

o La zarzamora present6 un perfil diferente respecto a los otros frutos. La
relacion Na/K estd mas desplazada hacia el Na y en la relacion Mn/Zn se
observa un claro predomino del Mn, al contrario que en los otros frutos

estudiados.

o Zarzamoras y majuelas tienen un contenido mds alto de Mg que la
mayoria de los frutos convencionales, y éstas ultimas presentaron

contenidos muy elevados de Ca frente a otros frutos.

o El Fe es el microelemento mayoritario en todos los frutos estudiados, y su

contenido es més elevado en las endrinas que en los madrofios y majuelas.

o Los valores medios de minerales encontrados en los frutos estudiados
reflejan que, segin lo establecido en el Reglamento (UE) N° 1169/2011
del Parlamento Europeo y del Consejo de 25 de octubre de 2011 sobre la
informacién alimentaria facilitada al consumidor, las zarzamoras pueden
ser consideradas como fuente de Cu y especialmente de Mn; las majuelas,

de K, Ca y Cu y las endrinas, de Ky Cu.
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B) Contenido de compuestos bioactivos

S. El AA predomina sobre el ADHA en los madrofios y zarzamoras (>67% AA
del total de vitamina C) mientras que ocurre a la inversa en las majuelas y endrinas
(>93% ADHA del total de vitamina C). De entre los cuatro frutos estudiados se pueden
destacar a las majuelas (30 mg/100 g) y especialmente a los madrofios (288 mg/100 g)

pudiéndose considerar como una excelente fuente de vitamina C, en la dieta.

6. Las endrinas y los madrofios son muy ricos en compuestos fendlicos y
particularmente en antocianinas (1431 y 567 mg/100 g respectivamente); dentro de esta
fraccion el compuesto mayoritario es: cianidina-3-rutindsido y cianidina-3-glucésido,
respectivamente. Las endrinas se han revelado, por tanto, como una fuente extraordinaria
de antocianinas. En las majuelas, por el contrario destacan los flavonoles por su alto

contenido con respecto al resto de frutos estudiados.

C) Capacidad antioxidante

7. El alto contenido de compuestos bioactivos presentes en los frutos silvestres
analizados (especialmente en endrinas y madrofios) hace que su capacidad antioxidante
(medida por cuatro métodos distintos) sea comparable e incluso a veces superior a las de
otros frutos considerados como potentes antioxidantes, como los ardndanos y las

grosellas.

8. Existen en muchos casos, correlaciones estadisticamente significativas que
relacionan de forma directa la presencia de fibra y elementos minerales en los frutos
estudiados (atribuible a la retencion de algunos minerales en las estructuras que forman
las paredes celulares de las plantas), asi como de fibra y compuestos fendlicos (también
frecuentemente asociados en los alimentos). Asimismo, se aprecian correlaciones
positivas entre el contenido de vitamina C y compuestos fendlicos, lo que refleja un
posible efecto protector de dichos compuestos entre si en estos tejidos vegetales, al

preservarse mutuamente de la oxidacion.

9. De entre los métodos de medida de capacidad antioxidante utilizados, se
observa que el DPPH" mide fundamentalmente la capacidad antioxidante de aquellos
frutos con mayor contenido en AA, mientras que Folin-Ciocalteau, ABTS™ y FRAP

parecen relacionarse mds con la presencia de compuestos fendlicos en los frutos.
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D) Conclusion final

10. Con este trabajo se contribuye a demostrar que los frutos silvestres estudiados
son importantes fuentes naturales de nutrientes y compuestos bioactivos, bien sea
consumidos en su forma tradicional (estado fresco), como ingredientes adicionados en
otros alimentos funcionales, o como suplementos dietéticos. Asimismo, los extractos de
estos frutos podrian ser utilizados para alargar la vida util de otros alimentos, para
mejorar sus propiedades beneficiosas, o también como fuentes de nuevos colores y

sabores en la industria alimentaria.

Este trabajo viene a completar la escasa informacion existente en estos frutos
silvestres, lo que hace posible su inclusion en Tablas de Composicion de Alimentos, asi
como ofrecerlos como alternativa saludable para su incorporacién en la dieta habitual, lo

que contribuiria a revalorizarlos como alimento tradicional.
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