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RESUMEN

La Tesis Doctoral presentada, que lleva por titulo “Vegetales silvestres de uso
alimentario. Determinacion de compuestos bioactivos y valoracion de la capacidad
antioxidante” tiene como objetivo principal el estudio de vegetales silvestres,
tradicionalmente consumidos en Espafia, para la caracterizacidon de contenido en distintos
compuestos bioactivos (hidro y liposolubles) y la valoracién de su potencial actividad
biolégica, mediante la medida de capacidad antioxidante (utilizando distintas
metodologias), con el fin de potenciar su consumo tradicional o su utilizacion como
posibles fuentes de ingredientes funcionales. Para dar cumplimiento a este objetivo
principal se han planteado los siguientes objetivos parciales: 1) Optimizacion de los
distintos métodos analiticos para la caracterizacion de las muestras objeto de estudio, y en
especial puesta a punto de la metodologia de analisis del acido fdlico y folatos. 2)
Caracterizacion de compuestos de interés nutricional y funcional de naturaleza hidréfila
(contenido de vitamina C, acido félico y folatos, acidos organicos, contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides totales) y lipofila (acidos grasos esenciales y no
esenciales, y tocoferoles), en las plantas silvestres objeto del estudio. 3) Valoracién de la
capacidad antioxidante de las mismas, mediante diferentes ensayos in vitro (DPPH, poder
reductor, inhibicion de la decoloracidon del B-caroteno y TBARS). 4) Valoracién de la
influencia del tratamiento térmico en el contenido de algunos compuestos bioactivos
como es la vitamina C, acidos organicos y vitamina B9 (acido félico y folatos).

Se han caracterizado un total de 20 especies vegetales silvestres diferentes, recolectadas
en dos localidades diferentes de la Comunidad de Madrid y en al menos dos temporadas
consecutivas. De entre las especies que se pueden consumir crudas, una racién de 100 g
de hinojo (Foeniculum vulgare) puede cubrir el 50 % de las IDR de vitamina C para adultos,
y mas del 100 % de las IDR de &cido félico; la colleja (Silene vulgaris) aporta gran cantidad
de 4cido fdlico, duplicando, con una raciéon de 100 g, las IDR para adultos. Respecto al
contenido en compuestos liposolubles, la acedera (Rumex papillaris) es una buena fuente
de acidos grasos poliinsaturados y tocoferoles totales, mientras que en el caso del
a-tocoferol, se puede considerar a la colleja (Silene vulgaris) por su contribucidn a la dieta.
Respecto a aquellas que se consumen cocinadas, el lupio (Tamus communis) y el esparrago
triguero (Asparagus acutifolius), siguen siendo una buena fuente de vitamina C (100 g
cubren mds del 50 % de las IDR para adultos); y en el caso del esparrago triguero cocido,
también se cubre este porcentaje de las IDR de acido fdlico.

Las plantas silvestres comestibles estudiadas son en muchos casos, muy buenas fuentes de
vitamina C y vitamina By (acido fdlico). Por ello es importante la conservacién de estos
recursos genéticos, bien en su forma silvestre, para el cultivo in situ, o ex situ en bancos de
germoplasma, con el fin de preservar y revalorizar su uso alimentario, como parte de
nuestras tradiciones gastrondmicas y fuente de nutrientes y compuestos bioactivos de
interés en nuestra dieta.



SUMARY

The present work is focus on the study of wild vegetables, traditionally consumed in Spain,
with the aim of characterizing the contents of different bioactive compounds (hydrophilic
and lipophilic) and the evaluation of potential biological activity as antioxidant capacity
(using different methodologies), so as to recuperate its traditional consumption or to be
used as possible sources of functional ingredients. The following partial objectives have
been established: 1) Optimization of the analytical methods for chemical characterization
of vegetables, specially for folic acid and folates (pteroil-polyglutamates) analysis in plants;
2) Characterization of the contents of hydrophilic bioactive compounds in wild plants
subject to this study: vitamin C, vitamin B9 (folic acid and folates), organic acids, phenolics
and total flavonoids; 3) Characterization of the contents of lipophilic bioactive compounds
in wild plants subject to this study: fatty acids (essential and non-essential) and vitamin E
(tocopherols); 4) Assessment of the antioxidant capacity of the wild plants under study, via
different in vitro assays; 5) Assessment of the influence of boiling on in the contents of
some bioactive compounds such as vitamin C (AA y ADHA), organic acids and vitamin B9
(folic acid and folates) in the studied wild edible plants.

A total of 20 wild vegetables have been considered, collected in two different locations of
Central Spain, and at least during two consecutive periods.

As many of them can be eaten raw, 100 g of Foeniculum vulgare can provide 50 % of
vitamin C daily requirements for adults, and more than 100 % of folates daily
requirements; Silene vulgaris also provides a high amount of folic acid (100 g can fulfill
double of the daily amount required). Regarding lipophilic compound, Rumex papillaris is a
good source o polyunsaturated fatty acids and tocopherols, while for a-tocopherol, Silene
vulgaris is considered as a good source.

In the case of the species that should be cooked before consumption, Tamus communis
and Asparagus acutifolius are still good sources of vitamin C after cooking (retaining in 100
g an amount equivalent to 50 % of recommended dietary intake), and in the case of
cooked Asparagus acutifolius, also 50 % of folates recommended dietary intake is
covered).

In the light of the results obtained, edible wild plants, although subjected to natural
variability, are very interesting resources to be preserved, either as wild plants, in situ
cultivation, or ex situ in germoplasm banks, with the aim of preserving and revalorize
their food use as part of our gastronomic traditions and sources of nutrients and bioactive
compounds to improve the nutritional quality of the diet.
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A. PARTE GENERAL






1. IMPORTANCIA DE LAS PLANTAS SILVESTRES
EN LA ALIMENTACION






Parte general

Desde los inicios de la humanidad, el hombre ha obtenido sus recursos alimenticios,
cazando, pescando, o recolectando setas y plantas silvestres (hierbas, raices, frutos,
semillas, etc.). Durante el Paleolitico fue recolector y cazador. Su dieta era sencilla pero
muy variada y equilibrada y sus primeros métodos de cocinado fueron muy sencillos y
rudimentarios, sometiendo el alimento a la accidén directa del fuego, o calentandolo sobre
piedras que estaban en contacto con el mismo. En el Paleolitico medio, el hombre ya tenia
una organizacion tribal; cazaba animales de mayor tamafio como mamuts y rinocerontes,
y ademas pescaba. 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

abrigos rupestres. (Ladizinsky, 1998; Cubero et al., 2006; Harlan, 1992).

Las plantas silvestres han sido fundamentales para la subsistencia de las civilizaciones
durante la prehistoria hasta los comienzos de la agricultura, y contindan siéndolo para los
pocos pueblos cazadores-recolectores que aun sobreviven, asi como para las sociedades
agricolas en tiempos de malas cosechas o épocas de penuria, al ser un recurso alimenticio
abundante, en su mayoria de facil recoleccidn, asi como en el caso de algunos frutos y

semillas, de facil conservacion (Martinez, 2001; Cubero et al., 2006; Tardio et al., 2006).

Los estudios sobre sociedades preagricolas nos demuestran cémo el hombre al conocer la
localizacién y estacionalidad de los distintos recursos alimenticios de su entorno, inicié la
manipulacién de su medio ambiente para hacerlo mas productivo, lo que paulatinamente

desembocé en lo que hoy conocemos como Agricultura.

El origen de la agricultura, tuvo lugar coincidiendo con un cambio ambiental muy
importante, la Ultima glaciacién (hace aproximadamente unos 10.000 afios), lo que supuso
la “domesticacién” de las especies vegetales, en respuesta a la necesidad de alimentar a
una poblacién creciente a través de la manipulacién de los cultivos. Se denomina
“domesticacion de los cultivos” al proceso que implica la intervencidn del hombre en

beneficio propio para adaptar especies silvestres (que ya aprovechaba), a un entorno
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modificado, para obtener un mayor rendimiento de las mismas. Ya en el Neolitico la
domesticacion de los cultivos coincidid con el inicio del sedentarismo, inicialmente de
forma complementaria a la caza y a la recoleccién, debido en gran parte, al aumento del
numero de grupos poblacionales. A partir de entonces, el hombre ha tratado de continuar
este proceso de domesticacion con el objetivo de obtener cada vez un mayor rendimiento
de los cultivos; dicho proceso de manipulacién es lo que hoy en dia conocemos como

mejora genética (Cubero et al., 2006).

Los ancestros vegetales silvestres al ser sometidos al proceso de cultivo han ido sufriendo
microevoluciones, que han provocado en ellas una serie de cambios morfoldgicos,
fisiologicos y genéticos tan profundos que en muchos casos resulta muy dificil reconocer al
progenitor silvestre (Tardio et al., 2002). Los nucleos centrales de domesticacion se dieron,
en la zona del Creciente Fértil en Oriente Préximo, en China, en MesoAmérica y en
Sudamérica, en los llamados centros de Vavilov (figura 1.1). Desde estas zonas iniciales de
domesticacidn, los cultivos se fueron difundiendo por todo el mundo siguiendo los flujos
de migracién humanos, en los que las semillas domesticadas acompaiaron a los hombres

en sus viajes (Casafias, 2010).

Figura 1.1.- Representacion geografica de los centros de Vavilov. (1) Chino, (2) Indo-malasio, (3) Indo
Afganistano (Asia Central), (4) Proximo Oriente, (5) Mediterraneo, (6) Abisinio, (7) México (América Central),

(8) Sudamericano (8a: Peru-Ecuador-Bolivia, 8b: Chile, 8c: Brasil-Paraguay). Vavilov, 1949/50.
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La domesticacion de un cultivo generalmente implica una pérdida de competitividad en
areas no cultivadas respecto a sus ancestros silvestres, variando en funcidn de la especie
(Casafias, 2010). Dentro de esta evolucidn surge y desaparece la variabilidad agricola como
respuesta a los cambios en el entorno en el que se cultiva. Este proceso continuo de
generacion y pérdida de diversidad se da en la Naturaleza como respuesta a la evolucion
natural. El problema surge cuando se incrementa drasticamente el proceso de pérdida de
diversidad desapareciendo especies (principalmente silvestres) a lo largo del tiempo. De
forma andloga, desde la domesticacién de los cultivos en el Neolitico han aparecido
nuevas especies y nuevas variedades cultivadas, al igual que otras han ido despareciendo.
El numero de especies empleadas por las sociedades cazadoras-recolectoras (seglin datos
etnograficos) fue superior a 1400, aunque muy pocas pudieron ser producidas en

cantidades suficientes para tener un impacto importante en la dieta actual.

A pesar de que durante miles de afios de agricultura el hombre ha conseguido generar una
cantidad ingente de diversidad cultivada, hasta hace poco mas de un siglo, especies y
variedades aparecian o desaparecian en procesos aparentemente légicos o normales y
gue conocemos como erosion genética, porque con cada variedad que cae en el olvido
perdemos también genes y combinaciones de los mismos (Casafias, 2010; Esquinas, 2010).
Un claro ejemplo lo tendriamos en la llegada de los europeos a América. Como
consecuencia de ello se produjo un intercambio de cultivos, quizad de los mas importantes
de la historia, que permitieron la incorporacion a la dieta y agricultura europea de
alimentos como la patata, el maiz, el pimiento, el tomate, las judias, etc., desapareciendo
casi por completo otras como el salsifi, la chirivia o el apio caballar (Nuez y Hernandez

Bermejo, 1992; Nuez, 2010).

Actualmente, el problema de la desaparicidon y marginacion de especies y variedades no
afecta sélo a disponibilidad de la misma, sino a la posibilidad de emplearla en el futuro en
procesos de mejora genética, asi como la pérdida de un importante patrimonio agricola,

siendo ésta una de las consecuencias mas graves que deriva de los procesos de mejora
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genética actuales, los cuales parten de una diversidad genética muy restringida, junto a la
actual distribucion de semilla en “monocultivo”, consecuencia de la industrializacion de la
agricultura. Asi, cada vez existe una menor diversidad genética en el campo, y esto
contribuye a incrementar en gran medida el riesgo de vulnerabilidad genética (NAS, 1972)
y, por tanto, la probabilidad de una notable pérdida de produccién de alimentos. Por todo
ello, la FAO aconseja que se conserven los sistemas de cultivo tradicionales, que se
recuperen especies menores y marginadas y que se vuelva a llevar al campo la diversidad

gue existia en las variedades tradicionales (FAO, 2001).

La “mejora tecnoldgica” ha traido consigo la desaparicidn, desde principios de siglo hasta
ahora, del 75% de la diversidad genética de los cultivos mas importantes (FAO, 1998s;
Esquinas, 2010). De ahi la importancia de conservar y preservar los “recursos
fitogenéticos”, existen dos estrategias ampliamente extendidas: la conservacién “in situ” y
la conservacion “ex situ”. La conservacion “in situ” promueve la conservacion de los
ecosistemas y habitats naturales, manteniendo y recuperando las poblaciones de especies
silvestres propias de cada regién, mientras que la conservacién “ex situ”, consiste en la
inclusion de sus semillas en los llamados bancos de germoplasma o de semillas que son
centros, generalmente oficiales, donde se recoge y almacena material genético (a menudo
en peligro de extincién), procedente de los centros fitogenéticos o de los agricultores. El
inconveniente de estos bancos de germoplasma es que suelen situarse en universidades o
centros de investigacidn, excesivamente centralizados, donde los agricultores no logran
acceder. Por todo ello es interesante que ambos sistemas de conservacién se
complementan entre si, con el apoyo y la cooperacidon de gobiernos, instituciones y

empresas (Cubero et al., 2006; Esquinas, 2010).

Entendemos como “variedades silvestres”, a aquellos materiales que constan de cierta
integridad genética, reconocibles morfolégicamente (tradicional y etnobotanicamente
conocidas por multitud de nombres diferentes en funcidén de la zona geografica) y que

difieren de las cultivadas en su adaptacion al tipo de suelo, fecha de siembra y
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maduracidn, 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
produccidn ante cualquier agresién del medio, como plagas, enfermedades o accidentes

climatolégicos (FAO, 1996).

Hoy en dia la prdactica de recolectar plantas silvestres ha perdido importancia en la
mayoria de los paises, aunque no del todo. Existen algunas verduras silvestres que aun
constituyen una parte importante de la alimentacién, principalmente del mundo rural. En
muchos paises, la recoleccidén sigue siendo importante, pues, a pesar de disponer de
verduras cultivadas, se aprecian mucho las variedades silvestres y éstas se siguen
vendiendo con frecuencia en los mercados locales (Ertug, 2004).

En las zonas rurales de Espafa y Portugal, asi como en otros paises europeos, es frecuente
aprovechar los recursos naturales locales, como son las plantas y hongos, como
complemento de los alimentos basicos agricolas. Las plantas comestibles son elementos
indispensables de cada cultura y por tanto son un elemento predominante del paisaje

creado por los hombres en los ultimos siglos (Heinrich et al., 2006a,b).

En Espafa, el uso de las plantas silvestres es mas o menos local, exceptuando la actual
aficién a las setas y quizas a algunas verduras cuyo uso tradicional se halla mas extendido
geograficamente y que aln hoy en dia se encuentra relativamente vigente, como es el
caso de los esparragos trigueros (Asparagus acutifolius), colleja (Silene vulgaris) o cardillo
(Scolymus hispanicus). Algunas de estas especies han llegado incluso a cultivarse, pero
cayeron en desuso por la competencia con otras variedades mas productivas, limitdndose

su uso a la recoleccién en el campo.

En efecto, en nuestro pais y otros paises de Europa, a la vez que la globalizacién
uniformiza las costumbres y valores, se observa actualmente un aprecio y valoracién de

las identidades y tradiciones locales, incluida la cocina tradicional (Pardo de Santayana y
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Gbomez Pelldn, 2003). De hecho, frente al auge de la llamada “comida rapida” (fast food),
ha surgido un nuevo movimiento denominado “comida lenta” (slow food) que esta
redescubriendo los productos y platos de la tradicidon gastrondmica europea (Pieroni et al.,
2005). Asi, en los dultimos afios estd aumentando la elaboracién casera y la
comercializacién a pequeiia escala de ciertos productos locales elaborados con plantas
silvestres, como mermeladas y licores elaboradas con frutos silvestres o incluso conservas
de verduras silvestres (Pardo de Santayana y San Miguel, 2006). Por ejemplo, en la
comunidad Valenciana el uso de algunas especies ha pasado a formar parte del patrimonio
gastrondmico como es el caso del plato tipico de Polinya de Xuquer (la Fenolla), que
incluye el hinojo (Foeniculum vulgare) entre sus principales ingredientes (Morales, 2002;
Pretel y Obdn, 2009). El uso tradicional de las plantas silvestres, como la acelga silvestre
(Beta vulgaris), el esparrago o el hinojo estd muy extendido por toda la peninsula y
especialmente en la Comunidad de Madrid, cocidas y/o rehogadas junto con otros

ingredientes huevo o jamén (Tardio et al, 2002).

Al mismo tiempo, las empresas hortofruticolas que utilizan los grandes canales de
distribucién no dejan de lanzar al mercado frutas exéticas y “nuevas” verduras, como por
ejemplo los candnigos (Valerianella locusta), oruga o “rucola” (Eruca vesicaria), rucola
silvestre (Diplotaxis tenuifolia) o berros de tierra (Barbarea verna), la mayoria de ellas con
escasa tradicion de consumo en nuestro pais, pero que estan adquiriendo una creciente

aceptacion.

Cerca de 7.000 especies de plantas en todo el mundo se cultivan o cosechan para la
alimentacién o para medicina popular, procedentes de la vegetacion silvestre (FAO, 1998;
Esquinas, 2010). Estas especies olvidadas e infrautilizadas por lo general crecen en
regiones con condiciones climaticas especificas (como son las pertenecientes a la cuenca
mediterranea), que pueden tener gran importancia para la subsistencia de los pequefios
agricultores. Aunque el uso de verduras silvestres ha continuado disminuyendo

paralelamente al desarrollo de la agricultura, especialmente debido a los nuevos contextos

10



Parte general

socio-econdmicos, algunas especies silvestres aln se consumen actualmente (Tardio,

2010).

Debido a esta falta de atencién, su valor potencial se subestima y no pueden ser
explotadas adecuadamente, lo que les pone en peligro de erosidn genética. Las especies
silvestres tienen una gran versatilidad en el manejo y el consumo, y pueden tener un gran
potencial como fuente de colores y sabores inusuales, asi como por su composicidén
quimica y nutricional, especialmente por los compuestos bioactivos que presentan, que
justifican la necesidad de preservar sus usos tradicionales, como una alternativa entre la
variedad de hortalizas actualmente disponibles y también como fuentes de suplementos
dietéticos o alimentos funcionales. Para que estas razones sean reconocidas en todo el
mundo debe potenciar su investigacidn, tanto desde el punto de vista nutricional y
fitoterapéutico, como de su potencial agroindustrial (Zeghichi et al 2003; Ansari et al

2005).

Hoy en dia, existe un interés cada vez mayor en plantas silvestres en Europa por sus
beneficios potenciales para la salud humana, como se ha demostrado por diferentes
estudios con el apoyo de la Comisidn Europea (Tumino et al., 2002; Heinrich et al.,

20063,c).

En los ultimos afios varios autores han realizado diversos estudios quimicos y bioquimicos
con la finalidad de evaluar el potencial nutricional de estas especies silvestres que
tradicionalmente formaban parte de la dieta de nuestros antepasados y que aun estdn

presentes en nuestra dieta actual.

Los diferentes estudio etnobotdnicos relacionados con las plantas silvestres comestibles
realizados en Espafa, Europa y paises cercanos, nos permiten un mejor conocimiento y
comprensidon de la importancia, tanto social como nutricional, de los mismos. Dichos

estudios, podrian suponer una proyeccion a medio plazo sobre el sistema productivo del
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medio rural, abriendo nuevos campos de desarrollo de los recursos naturales de la zona

(Tardio et al., 2002).

Asi, diferentes autores han evaluado la composicién nutritiva de verduras silvestres
comestibles como Allium schoenoprasum, Apium graveolens, Asparagus acutiofolius, Beta
maiitima, Borrago officinalis, Bryonia dioica, Bryonia cretica, Carduus pycnocephalus,
Cichorium intybus, Diplotaxis erucoides, Echium vulgare, Foeniculum vulgare, Glechoma
hederacea, Lepidium sativum, Origanum vulgare, Papaver rhoeas, Petromarula pinnata,
Ranunculus ficaria, Rumex sp., Rumex obtusifolius, Scolymus hispanicus, Silene vulgaris,
Sinapis incana, Sinapis nigra, Sonchus oleraceus, Tamus communis, Taraxacum spp.,
Thymus mastichina y Urtica dioica (Alarcén, 2006; Barros et al., 2009; Barros et al., 2010a3;
Conforti et al., 2008; Conforti et al., 2009; Guil et al., 1996a,b; Guil et al., 2003; Hinneburg
et al., 2006; Martins et al., 2011; Mata et al., 2007; Pieroni et al., 2002a,b; Salvatore, 2005;
The local Food-nutraceuticals consortium, 2005; Trichopoulou, 2000a,b; Vasilopoulou,

2011; Vardavas et al., 2006a,b; Zeghichi et al., 2003).

Algunos de ellos han demostrado su potencial como fuente de acidos grasos esenciales
como son el acido linoleico y linolénico de especies silvestres de procedencia espafiola,
portuguesa y griega. Otros, se han centrado en su importancia como fuente de
compuestos bioactivos con o sin actividad vitaminica, tales como acido ascdérbico, acidos
organicos, tocoferoles, carotenoides, vitamina K, esteroles, fenoles y flavonoides, asi como
su capacidad antioxidante mediante diferentes métodos in vitro. Por otro lado,
Trichopoulou (2000a) y Zeghichi et al. (2003) describieron el contenido en minerales de

diferentes plantas silvestres comestibles de Creta.

Existen algunos estudios relativos a la composicidn nutricional de platos tipicos ya
elaborados a partir de plantas silvestres, como es el caso de diferentes pasteles vegetales
elaborados en Creta (Grecia) a partir de Allium schoenoprasum, Ammi majus, Daucus

carota, Foeniculum vulgare, Papaver rhoeas, Petromarula pinnata, Rumex sp., Sonchus
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oleraceus, Tordylium apulum, asi como otros vegetales cultivados (Trichopoulou, 20003;
Vasilopoulo, 2011). Este tipo de estudios aportan una visidn mas completa del aporte de

estos vegetales silvestres como parte integrada de la dieta.

Sin embargo, diferentes autores han reconocido que existen importantes carencias en los
conocimientos cientificos del potencial nutricional de muchas especies silvestres
comestibles (Barros et al., 2009; Conforti, 2009; Trichopoulou et al., 2000a,b; Vasilopoulo
et al, 2011; Vardavas et al.,, 2006a,b, entre otros). Los datos cientificos sobre la
composicion quimica de muchos vegetales comestibles de origen silvestre son
relativamente escasos dado que muestran resultados parciales y en muchos casos el
numero de muestras es limitado. También carecemos de informacién relativa a la
caracterizacion desde el punto de vista nutricional de muchas de las especies
tradicionalmente consumidas en Espafia, dada la variabilidad que presentan estas especies
por su caracter silvestre, siendo en muchos casos variedades locales y autdctonas de
ciertas regiones, que pueden por tanto ser diferentes a las especies recolectadas y

consumidas en otros paises, ya sean especies de origen italiano, portugués, etc.

Este es el caso de especies como: Anchusa azurea, Apium nodiflorum, Chondrilla juncea,
Humulus lupulus, Montia fontana, Rumex papillaris, Rumex pulcher y Silybum marianum,
sobre las cuales actualmente no existen estudios de composicion nutricional ni
caracterizacion quimica, a pesar de contar con un elevado numero de citas en cuanto a
consumo en nuestro pais, como demuestran algunos estudios etnobotanicos (Tardio et al.,

2002; Tardio et al., 2006; Pardo de Santayana et al., 2007).

Por todo ello, creemos que es necesario estudiar en profundidad el potencial que estos
productos silvestres pueden aportar a la diversificacién de la dieta, contribuyendo al
desarrollo rural sostenible de muchas regiones espafiolas, y a la conservacion de las

tradiciones gastrondmicas.
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El consumo de frutas y hortalizas frescas cubren un elevado porcentaje de los
requerimientos diarios de algunas vitaminas y minerales, pero sus efectos beneficiosos no
se deben Unicamente a la presencia de un solo componente, sino al efecto sinérgico de los
distintos componentes presentes en las mismas. Estas interacciones pueden ser positivas,
favoreciendo la absorcion de determinados nutrientes (por ejemplo la presencia de
vitamina C mejora la absorcién intestinal del hierro; tocoferoles y vitamina C tienen un
efecto sinérgico, asi como el acido félico con la vitamina C y con la vitamina B;,) o negativa
(el acido oxalico disminuye la absorcion del calcio). Por ello es conveniente seleccionar
frutas y verduras lo mas diversas posibles para poder obtener asi todos los nutrientes
necesarios para nuestro organismo en cantidades suficientes (Lampe, 1999; Chew, 1995;

Marchioli, 1999; Camara et al., 2003; FAO, 2001).

Se considera “componente bioactivo” de un alimento a aquel que aporta un beneficio
para la salud mas alld de las consideraciones propias de la nutricién basica. Estos
componentes se encuentran en general en pequefas cantidades en los productos de
origen vegetal. Se puede considerar como componentes bioactivos, tanto a algunas
vitaminas y minerales, como a otros compuestos no nutrientes presentes
fundamentalmente en plantas (fitoquimicos) que inducen efectos metabdlicos derivados
de su actividad bioldgica constatada en modelos de laboratorio, y asociada a efectos
beneficiosos sobre la salud humana, como por ejemplo mejoria de funciones fisioldgicas o

reduccion de riesgo de padecer enfermedades (Olmedilla y Granado, 2007).

Dentro de los compuestos fitoquimicos beneficiosos para la salud humana se podrian
destacar a las vitaminas C, E, K, vitaminas del grupo B, el acido félico; minerales, como el
hierro, zinc, calcio, selenio; carotenoides (tanto los que poseen actividad provitaminica A
como los que no la poseen); compuestos fendlicos (flavonoides, cinamatos y taninos),
glucosinolatos y fitoesteroles (cuadro 2.1), etc. Muchos de los compuestos mencionados

son capaces de actuar por diversos mecanismos (quizds el mds conocido sea el
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antioxidante), asi como interactuar de forma sinérgica o antagdnica entre si (Olmedilla et

al., 2001).

Entre las diversas actividades bioldgicas que pueden realizar estos componentes presentes

en los alimentos, se deben diferenciar:

- las ejercidas por los nutrientes a los niveles de ingesta, recomendados con el
objetivo de cubrir necesidades metabdlicas (en relacion con la funcion).

— 0 considerar otras actividades en relacién con la prevencién de enfermedades
crénicas o para lograr un 6ptimo estado de salud, siendo requeridas para este
segundo objetivo, en general, cantidades superiores a las habitualmente aportadas

por medio de una dieta variada (Olmedilla y Granado, 2007).
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Cuadro 2.1.- Principales compuestos fitoquimicos presentes en frutas y verduras y

fuentes mas importantes de los mismos (Camara et al., 2003)

Acido ascérbico Folatos Carotenoides
Citricos Coliflor Fresas Coles de Albaricoque Acelgas
Fresas Coles de Naranja Bruselas Cerezas Berro
Kiwi Bruselas Platano Hortalizas de Kiwi Espinacas
Meldn Espinacas hoja verde Mandarina Judias verdes

Guisastes Acelga Meldn Lechuga
Judias verdes Berro Naranja Maiz
Perejil Endibias Nispero Perejil
Pimiento Perejil Pomelo rojo Pimiento
Repollo Puerro Sandia Tomate
Zanahoria
Vitamina E Compuestos azufrados Compuestos fendlicos

Coles de Bruselas Ajo Albaricoque Apio

Espinacas Berros Arandanos Berenjenas

Guisantes Brécoli Cerezas Brocoli

Lechuga Coles de Bruselas Ciruela Cebolla

Perejil Lombarda Fresas Coles

Pimientos Coliflor Limén Judias

tomate Rabanos Mandarina Lombarda

Repollo Manzanas Puerro
Melocotén Pimientos
Moras Tomate
Naranja
Peras
Pomelo
Uvas

La suposicidon de que los nutrientes antioxidantes pueden jugar un papel preventivo frente
a diversos tipos de patologias como es el cancer, o las enfermedades cardiovasculares, se
basa en evidencias cientificas que sugieren que estos compuestos funcionan como
antioxidantes, moduladores de la respuesta inmune y modificadores de procesos
inflamatorios (Ferreira et al., 2009). Aunque la hipdtesis antioxidante es muy popular y el
contenido en vitamina C, E y en polifenoles, es elevado en alimentos caracteristicos de la
Dieta Mediterranea, no hay que olvidar que el efecto protector de una elevada ingesta de
frutas y hortalizas frente al cancer parece depender de multiples sustancias y mecanismos

de accién implicados, que pueden ser complementarios y sinérgicos entre si, tales como la
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induccién de enzimas detoxificantes, inhibicién en la formacién de nitrosaminas, unién y
dilucién de carcindégenos en el tracto gastrointestinal, alteracién del metabolismo

hormonal, etc. (Block et al., 1992; Olmedilla et al., 2001).

Muchas vitaminas, ocupan un lugar destacado como compuestos bioactivos con actividad
antioxidante en los alimentos, actuando, mediante distintos mecanismos, como agente
protector es frente a patologias cutdneas por fotocarcinogénesis (Tebbe, 2001),
enfermedad cardiovascular, cancer y enfermedades neurodegenerativas, etc. (Halliwell,
2001). El contenido de vitaminas en las verduras y hortalizas es muy variable, depende de
la estacidn del aio, de la fertilidad del suelo, asi como de las condiciones en que se realiza
su posterior almacenamiento tras la recoleccidon (Prohens et al., 2005). En este tipo de
productos destaca especialmente la presencia de vitaminas hidrosolubles, siendo la

vitamina C la que se encuentra en mayor proporcién.

2.1.- Acido ascérbico y acido dehidroascérbico: Vitamina C

El concepto de vitamina C engloba a dos compuestos: 4cido ascérbico (AA; 2,3 - acido
endiol-L-gulonic-y-lactona) y su forma oxidada, el acido dehidroascdrbico (ADHA), ambos
altamente solubles en agua (Figura 2.1.1). EI AA y su monoanién (ascorbato) son
considerados como potentes antioxidantes, ya sea por su accién en los alimentos, o en el

cuerpo humano por la destruccién de los radicales libres de oxigeno.

Figura 2.1.1.- Estructura quimica de la vitamina C (Sanchez-Mata, 2000)
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La importancia nutricional de la vitamina C como una vitamina esencial esta bien
establecida, los antiguos egipcios, griegos y romanos ya sufrian los efectos derivados de su
deficiencia, la enfermedad que siglos después seria denominada como escorbuto, cuyos
sintomas se explican fundamentalmente por la formacién inadecuada de colageno, que
tiene lugar debido a la disfunciéon de las enzimas prolina/lisina hidroxilasa, las cuales

requieren el ascorbato como cofactor en la modificacidn post-translacional del colageno.

Entre el siglo XV y XVI, el escorbuto fue una enfermedad bastante habitual entre los
marineros, quiénes durante las largas travesias por mar comenzaban a desarrollar sus
sintomas: hemorragias capilares, encias sangrantes, pérdida de piezas dentales,
disminucién en la capacidad de curacién de heridas, depresion y fatiga. En 1497, Vasco de
Gama describié los sintomas del escorbuto con motivo de su viaje desde Europa hasta las
Américas, donde mds de la mitad de sus tripulantes fallecieron a causa de esta
enfermedad. Poco a poco se hizo evidente que el escorbuto atacaba sélo a quienes no
consumian alimentos frescos. En 1536, el explorador francés Jacques Cartier durante su
travesia a través del rio helado St. Lawrence, observé que mas del 90% de la tripulacion
presentd sintomas que describié de la siguiente forma "las extremidades de las victimas
se debilité hinchada y descolorida, mientras que sus encias sangraban profusamente
putridas". A esta enfermedad los navegantes espafioles la llamaron "la peste de las naos"
y existen registros de que los portugueses e ingleses también la conocian (Gerber, 2001).
Posteriormente, en 1747 el escocés James Lind, demostré que la enfermedad se podia
evitar o curar con el consumo de frutas citricas. Este hallazgo llevd a la introduccién de
alimentos frescos, sobre todo de citricos en las raciones de los marinos, disminuyéndose

asi la incidencia de esta enfermedad (Gerber, 2001).

Si bien no fue hasta 1928 cuando el cientifico hungaro Szent-Gyodrgyi aislé el factor
nutricional de los alimentos que evitaba el escorbuto, al que denomind vitamina
antiescorbuto o 4cido hexurdnico, por sus propiedades quimicas. Al poco tiempo, en 1933,

la estructura de este acido fue definida gracias al trabajo combinado de Howorth, Hirst y
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colaboradores llegandose posteriormente al consenso de denominarse vitamina C
(Gerber, 2001). El descubrimiento de esta vitamina fue de gran importancia ya que se
demostré por primera vez que la alimentacién podria considerarse como una de las
primeras formas de tratar la enfermedad. Fue Linus Pauling (Premio Nobel de Medicina y
de la Paz) quien en 1970 abogé por el consumo de grandes dosis de vitamina C para evitar
patologias como la gripe, entre otras infecciones virales, mejorar la salud en general e
incluso establecié la influencia de la ingesta de megadosis de esta vitamina con la

prevencion del cancer y/o del envejecimiento (Pauling, 1971).

El AA se caracteriza por ser un compuesto muy inestable, ya que al abrirse el anillo
lactonico pierde su actividad bioldgica, produciéndose una reduccién del contenido neto
de vitamina C en el vegetal. La oxidacion tiene lugar con gran facilidad durante el
procesado de los alimentos en presencia de oxigeno, siendo esta dependiente del pH, ya
que la forma ionizada es mds sensible que la forma no ionizada. Asi, el dianién, que se
forme en proporciones significativas es necesario un pH alcalino (que no suele encontrarse

en los alimentos), es la forma mas sensible (De Leenheer, 2000).

En el caso concreto de los vegetales frescos, la mayoria de la vitamina C se encuentra
como acido ascorbico (AA), mientras el resto tiende a estar en la forma oxidada, acido

dehidroascoérbico (ADHA).

En el proceso de oxidacién del AA, éste pasa de ascorbato a dehidroascorbato, dicha
reaccion es reversible, por lo que en principio, el dehidroascorbato mantiene su valor
como vitamina C. Sin embargo, la lactona correspondiente al dehidroascorbato es mucho
menos estable que la del ascorbato, por lo que se hidroliza facilmente para producir acido
2,3-dicetoguldnico, que posteriormente puede degradarse por descarboxilacién. Estas
reacciones de oxidacidn pueden estar catalizadas por la enzima ascorbato oxidasa,

abundante en algunos vegetales, cuyo pH éptimo de actuacién estd en torno a 4,5 - 5,5, de
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ahi que dado el pH acido de la mayoria de los vegetales (especialmente en la frutas) la

isoforma principal en los mismos sea el AA (Maccarrone, 1993).

El proceso de oxidacion que sufre el AA también se ve favorecido en presencia de metales,
especialmente cobre y hierro (Jacob, 1988). De manera que, en ausencia total de metales,
el acido ascoérbico es relativamente estable, incluso en presencia de oxigeno (De Leenheer,
2000). El AA puede hidrolizarse también debido a reacciones no oxidativas, especialmente
en medio 4acido (entre pH 3 y 4), por apertura del anillo lacténico y posterior
descarboxilacién. Este efecto puede ser importante en alimentos en conserva. En
cualquier caso, a igualdad de temperatura esta reaccion es mucho mas lenta que la de
oxidacion (De Leenheer, 2000), donde ni el acido 2,3-dicetoguldnico ni sus productos de

degradacién tienen ya actividad vitaminica C (Nyyssonen, 2000).

Absorcion, transporte, metabolismo y funciones fisioldgicas de la vitamina C

La absorcién de vitamina C tiene lugar a nivel intestinal mediante transporte activo
saturable (ATP y sodio dependiente), una vez absorbido, el AA se acumula en los tejidos en
forma de ascorbato. El mecanismo de transporte del ADHA (10 veces mas rdpido que el
del AA), estd mediado por transportadores de glucosa y su posterior reduccion
intracelular, por la glutarredoxina (tioltransferasa) (Levine et al., 1996). La vitamina C, en
forma de ascorbato, es metabolizada en el higado donde parte sera reabsorbida de forma
activa en los tubulos renales, de forma proporcional a la concentracién, alcanzando la

saturacion a partir de ingestas de 1 g/dia (FAO, 2001; Levine et al., 1996).

Existe una relacién sigmoidal entre las concentraciones de la ingesta y el nivel en plasma
de la vitamina C, de manera que una ingesta superior a 30 mg, supone un aumento de las
concentraciones plasmaticas hasta 60 pmol/l, alcanzandose la meseta en torno a 80
pumol/l, valor que representa el umbral renal (Figura 2.1.2). En el rango habitual de ingesta
diaria (30 a 180 mg / dia), la absorcién suele ser completa, aunque puede disminuir hasta

75% debido a diferentes factores de competencia con los alimentos, como puede ser la
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gran diferencia de pH entre éstos y los jugos gdstricos, un elevado contenido en fibra,
principalmente insoluble, un elevado contenido de grasa y/o bien otros componentes que

pudieran ejercer un impedimento estérico impidiendo su absorcién.

Figura 2.1.2.- Cinética plasmatica del acido ascérbico (FAO, 2001)
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Las principales funciones de la vitamina C son:

J Actia como donador de electrones especifico para ocho enzimas, tres de las
cuales participan en la hidroxilacion de coldgeno, dos en la biosintesis de la carnitina,
compuesto indispensable para que los acidos grasos de cadena larga entren a la
mitocondria y sean empleados como fuentes de energia; una en la biosintesis de
norepinefrina, otra en la sintesis de hormonas péptidicas y en el metabolismo de la
tirosina (FAO, 2001; Halliwell, 2001).

. A nivel molecular, el acido ascérbico es un importante agente reductor
involucrado en numerosas reacciones de éxido-reduccién y transferencia de electrones.
Tiene gran importancia como agente antioxidante en diversas reacciones tanto
intracelulares como extracelulares. Es por ello que previene la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad, reduce los radicales libres aportando un atomo de
hidrégeno (Woods, 2001; FAO, 2001; Halliwell, 2001), y también se ha indicado su papel
en la disminucién del dafio oxidativo en las paredes vasculares (Diaz et al., 1997). Puede
actuar a nivel del estdmago o duodeno, desactivando metabolitos reactivos de oxigeno o
previniendo la formacidn de compuestos mutagénicos como las nitrosaminas, con la
consiguiente proteccion contra canceres gastricos (Correa, 1992; Marchioli, 1999).

o Incrementa la absorcion de hierro en el intestino delgado, al aumentar la
absorcién de hierro no hemo soluble y disminuir o prevenir el efecto quelante de los
fitatos u otros compuestos que compiten para su absorcion (Hallberg et al.,, 1987,
Halliwell, 2001)

. Ayuda a mantener la integridad del tejido conectivo, el tejido dseo y la dentina de
los dientes (Leboy et al., 1989; Halliwell, 2001).

. También interviene en la funcidén inmune ya que es transportada en los neutrdfilos

y linfocitos (Padh, 1990; Halliwell, 2001).
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Ademas el acido ascoérbico (AA), es un cofactor importante en numerosas reacciones,
presentando un alto potencial redox, tanto de forma individual como asociado a otros

compuestos antioxidantes (cuadro 2.1.1).

Cuadro 2.1.1.- Algunas funciones del acido ascérbico como cofactor enzimatico

(Halliwell, 2001)

Cofactor de la enzima Funcidn de la enzima

Prolil/lisil hidroxilasa Modificacién post-tranlacional del coldgeno

B-Butirobetain hidroxilasa, e-N-trimetil- Sintesis de carnitina

lisina hidroxilasa

Dopamina B-monooxigenasa Sintesis de noradrenalina

Peptidil-glicin a-hidrosilmonooxigenasa Amidacién de extremos glicéricos
peptidicos

Catabolismo de tirosina

Metabolismo del Hierro

Regulacién de recaptacion y secuestro del Reduccion de Fe(lll) a Fe (I1) favoreciendo la

hierro absorcidn intestinal. Puede que estimule la
sintesis de ferritina promoviendo el
almacenamiento del hierro en las células
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Necesidades y recomendaciones de vitamina C

Las ingestas recomendadas de vitamina C en Espafia son, en la actualidad de 60 mg/dia,
aunque los expertos recomiendan que deberia aumentarse en funcién de las diferentes
situaciones fisioldgicas del individuo. Segin Food and Nutrition Board (FNB) las
recomendaciones de ingesta establecidas para dicha vitamina estan en torno a 75-90

mg/dia (Trumbo, 2002).

La vitamina C abunda en los frutos citricos como la naranja (15 mg/100g de porcion
comestible), la mandarina (35 mg/100g) , el limén (50 mg/100g), el pomelo (36 mg/100g),
ademas del kiwi (59 mg/100g), y las fresas (25 mg/100g), y entre las hortalizas destaca el
pimiento verde (131 mg/100g), el perejil (190 mg/100g) y las coles de Bruselas (100
mg/100g).
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Sin embargo, en estudios relacionados con la vitamina C, muy a menudo sdélo se hace
referencia al contenido de AA, con la consiguiente subestimacion de la actividad total de
vitamina C, o al contenido global de la misma, sin datos sobre la distribucién de ambas
formas (AA y ADHA). La determinacidén por separado de AA y DHAA en los alimentos
proporciona informacién completa sobre el perfil de la vitamina C, teniendo en cuenta que
la forma reducida de la vitamina C (AA) es la forma mds estable en los tejidos bioldgicos, y
a la que se le atribuyen los efectos antioxidantes (Schaffer et al., 2005; Vardavas et al.,

2006b).

2.2.- Acido félico y sus sales: Vitamina By

El término vitamina By, se aplica a una serie de vitdmeros con actividad bioldgica
equivalente al acido fdlico y sus sales. El acido fdlico fue aislado por primera vez en 1941
de las hojas de ciertas plantas, como la espinaca, de donde toma su nombre (Mitchell et
al, 1941; Davis y Nicol, 1988). Es un compuesto soluble en agua, sintetizado por plantas y

microorganismos, pero no por el ser humano (Mebart, 2006).

El acido fdlico (pteroilglutdmico) es una molécula constituida por un anillo de pteridina
unido por un puente metileno a un residuo de 4cido p-aminobenzoico que a su vez se une
por enlace amida a un residuo de acido glutdmico (Figura 2.2.1). Los distintos folatos se
diferencian en el anillo de pteridina, que puede presentar varias formas reducidas y varios
tipos de sustituciones, en el residuo de p-aminobenzoglutamato, que puede presentar
unidos en enlace peptidico un nimero variable de residuos de glutamato, presentandose
de forma conjugada con poliglutamatos de acido PteGlu, en funcién del tipo de alimento

(Scott, 1999; Varela, 1999).
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El anillo de pteridina puede encontrarse parcial o completamente reducido, dando lugar a

los siguientes compuestos:

0 Acido dihidrofélico o dihidrofolato (7, 8-Hz2PteGlun; DHF)
0 Acido tetrahidrofdlico o tetrahidrofolato (5,6,7,8-HsPteGlun; THF)

El &cido fdlico, asu vez, puede estar metilado en las posiciones 5 y/o 10, formando los
siguientes compuestos (figura 2.2.1):

0 5-formil-H4PteGlun

0 10-formil- HaPteGlun

0 5,10-metenil-H4PteGlun
0 5,10-metilén-H4PteGlun

0 5-metil-HaPteGlun (5-CHs-THF).

Estos compuestos, a su vez pueden tener uno o varios residuos de acido glutamico unidos
por enlace peptidico, dando lugar a monoglutamatos, diglutamatos, triglutamatos, etc.,
pudiendo llegar hasta ocho moléculas de acido glutdmico terminales. Los mas frecuentes

en el organismo son los mono-, penta- y hexaglutamatos.

Los distintos folatos se diferencian entre si por el anillo de pteridina, que puede presentar
varios tipos de sustituciones y en varios estados de reduccidn. A su vez, en el residuo de p-
aminobenzoglutamato, puede presentar un nuimero variable de restos de glutamato
unidos mediante enlace peptidico; los mas frecuentes en los alimentos son los mono-, di-,

penta- y hexaglutamatos (Scott, 1999; Varela, 1999).
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Figura 2.2.1.- Estructura del acido félico (A) y sus derivados (B) (FAO, 2001)

Los folatos son sensibles a la luz, al calor y son facilmente oxidables, de manera que la
coccion supone una destruccion de hasta un 80% de los mismos (Lucock, 2000; Joubert et
al, 2002; Mebart, 2006). En los alimentos con elevadas concentraciones de vitamina C
(dcido ascorbico), ésta ejerce su funcion antioxidante, limitando o disminuyendo la
oxidacién de estas moléculas y por lo tanto evitando la disminucién de su

biodisponibilidad en el alimento (Lucock, 2000).

Absorcion, transporte, metabolismo y funciones fisioldgicas del acido félico y folatos

En los alimentos, los folatos estan en forma de poliglutamatos (PteGlu,), los cuales no
pueden ser absorbidos directamente por la mucosa intestinal del duodeno y yeyuno,
teniendo que ser previamente hidrolizados. Dicha hidrdlisis tiene lugar en el borde del
cepillo de la mucosa intestinal, mediante la pteroilmonoglutamato carboxilasa
(deconjugasa), enzima capaz de hidrolizar los poliglutamatos hasta sus correspondientes

unidades monomeéricas (Halsted, 1980; Gregory, 1997; Cuskelly et al, 1996; FAO, 2001).
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El acido tetrahidrofdlico, en forma de monoglutamato, es la uUnica forma disponible y
absorbible por nuestro organismo (Scott, 1994a,b). Dicha absorcion tiene lugar en la
superficie del epitelio intestinal a través de un sistema de transporte activo saturable y
dependiente del pH, asi como por un sistema de transporte pasivo cuando las

concentracion en el lumen intestinal es demasiado elevada (Lucock, 2000).

Una vez en el enterocito, el THF se transforma en 5-MetilTHF (5MTHF), forma
fisiolégicamente activa de esta vitamina, siendo ésta la forma activa que circulara en el
plasma, de forma libre (el 10%) o unida a proteinas (Herbert et al., 1962; Lucock, 2000;
Selhub et al., 1993; FAO, 2001).

Una de las funciones del acido félico mas estudiadas en los ultimos afios es su relacién con
el metabolismo de la homocisteina, aminodcido sulfurado altamente reactivo, e
intermediario del metabolismo de la metionina. Los niveles elevados de homocisteina se
consideran como un factor de riesgo independiente para el dafo aterosclerdtico y
aterotrombético, al inducir la aterosclerosis a través de la proliferacion de células del
musculo liso, la activacidn de las plaquetas, la trombogénesis, la disfuncidn endotelial y la
sintesis de colageno (Shai et al, 2004; Vanizor Kural, 2003). De hecho, el 20-30% de los
pacientes con enfermedad aterosclerética tienen hiperhomocisteinemia y un ligero
incremento de la homocisteina plasmatica se ha correlacionado con un aumento en el
riesgo cardiovascular del 10-20% (Ducros et al., 2002; Frick et al., 2003; Sydow y Boger,
2001).

La importancia nutricional del acido félico también estriba en sus efectos preventivos de
diversas patologias, incluidos diversos tipos de tumores (Gerber, 2001), y algunas
enfermedades degenerativas como la enfermedad de Alzheimer. Ames indicé en 2001 que
la falta de acido fdlico, entre otras vitaminas, induce una excesiva incorporacién de uracilo
en el ADN, lo que conduce a la ruptura de los cromosomas, y puede inducir dafios

celulares importantes.
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El metabolismo del acido félico es critico en el desarrollo embrionario, debido a su
actividad en el ciclo de metilacién necesario para la formacién de los tejidos,
encontrdndose este compuesto intimamente relacionado con la aparicidon de defectos en
la formacion del tubo neural, asi como en los abortos recurrentes (Montgomery et al.,
2003). Se ha demostrado (Steegers, 1995) que los defectos fetales del tubo neural podrian
deberse a un desequilibrio en el metabolismo de la homocisteina materno y/o
embrionario, desempefiando el acido félico un papel esencialmente importante en estos

procesos (Refsum, 1998; Varela, 2008; Zittoun, 1998).

Necesidades y requerimientos de acido folico y sus derivados (Vitamina B,)

Las mujeres embarazadas son propensas a desarrollar una deficiencia de acido fdlico,
probablemente debido a que sus demandas de folatos se ven aumentadas en los tejidos
en formacién fetales y maternos (Shojania, 1984). Otros factores que provocan la
deficiencia de folato incluyen una dieta poco equilibrada y deficitaria en este compuesto,
o la hemodilucidn fisiolégica del embarazo debido al aumento del aclaramiento plasmatico

y a las influencias hormonales.

Las ingestas recomendadas de esta vitamina para el normal funcionamiento del organismo
estdn en torno a 65-200 pg/dia para nifios de hasta 8 afios de edad y 400 pg/dia para
adultos, viéndose estas recomendaciones aumentadas hasta 600 pg/dia en estados
fisiolégicos de la mujer como el embarazo y la lactancia (Trumbo, 2002). Al establecer
dichas recomendaciones, hay que tener en cuenta la baja biodisponibilidad y la gran
inestabilidad quimica de los folatos naturales, susceptibles de oxidacion. Es por ello que se
realiza la fortificaciéon de los alimentos como cereales para el desayuno, harina, etc. con

acido fdlico sintético, que es mucho mds estable y biodisponible.

Dadas las caracteristicas de hidrosolubilidad del acido félico y sus folatos, la toxicidad del
mismo es bastante baja. No obstante como en otros tipos de nutrientes y/o vitaminas

existen unas dosis maximas tolerables a partir de las cuales puede producirse algun tipo
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de patologias y/o alteraciones fisioldgicas que condicionen el normal funcionamiento del
organismo. Trumbo et al. (2002) establecieron el limite tolerable de consumo de acido

félico en 1000 mg/dia en adultos.

Los folatos estan presentes en la mayoria de los alimentos, como en el higado, extractos
de levadura y en las verduras, especialmente las de hoja verde (como es el caso de los
vegetales silvestres), como son los berros (214 pg/100g de porcion comestible), la
escarola (267 ug/100g), las acelgas (196 ug/100g) y las espinacas (140 pg/100g) asi como
en algunas legumbres (frijol rojo la soja, 394 pg/100g y 370 ug/100g respectivamente)
(Moreiras et al., 2010). Las frutas, aunque en menor medida, también pueden ser una
fuente en acido félico relativamente importante, como es la naranja (37 pg/100g), la
frambuesa (33 pg/100g), el platano (22 pg/100g) y las fresas (20ug/100g). Algunos
alimentos de bajo contenido en folatos (tales como el pan, las patatas y los productos
lacteos frescos), debido a su elevado consumo, representan también un aporte
interesante de folatos por la frecuencia y regularidad de consumo de los mismo (Lucock,

2000; Joubert et al, 2002).

2.3.- Tocoferoles y tocotrienoles: Vitamina E

La vitamina E es una vitamina liposoluble, descubierta en 1922 por Evans y Bishop
(Trumbo, 2002; Traber, 2007). Vitamina E es el término empleado para designar a una
familia de compuestos quimicamente relacionados como son, los tocoferoles vy
tocotrienoles. Las cuatro isoformas del tocoferol (a, B, y y 6-tocoferol) tienen un anillo
fitilo saturado con 16 4tomos de carbono en la cadena lateral (figura 2.3.1), mientras que
sus homdélogos tocotrienoles se diferencian estructuralmente de los tocoferoles por tener

tres enlaces dobles en la cadena lateral (FAO, 2001).
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Figura 2.3.1.- Estructura quimica de tocoferoles (A) y tocotrienoles (B); modificado de Horvath et al., (2006);

Se, et al., (2006)

Los tocoferoles son nutrientes de origen natural, con capacidad antioxidante, que juegan
un papel importante al inactivar los radicales libres producidos a raiz de la actividad celular
y derivados de los distintos factores de estrés. De sus cuatro isoformas, el a-tocoferol es el
que presenta mayor actividad vitaminica E y capacidad antioxidante, al ser capaz de inhibir
la propagaciéon de cadena de radicales libres en el proceso de peroxidacion lipidica,
mediada por su propia conversidn en productos oxidados (Tucker y Townsend, 2005).
Ademas es la isoforma mas activa debido a su absorcién y distribucion preferencial en el
organismo humano (Caretto et al., 2010). La vitamina E puede proteger contra procesos
degenerativos, como cancer y enfermedades cardiovasculares (Burton y Traber, 1990;

Kamal Eldin y Appelqgvist, 1996; Schwenke, 2002).

A efectos de la dieta, la actividad de la vitamina E se expresa como equivalentes de a-

tocoferol (EaT), donde la actividad de 1 mg de D-a-tocoferol corresponde a un equivalente
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de a-tocoferol. Para calcular los equivalentes de a-tocoferol correspondientes en niveles
de actividad a las otras isoformas naturales de vitamina E debemos multiplicar por 0,5
cada miligramo de B-tocoferol, por 0,1 para el y-tocoferol y por 0,3 para los tocotrienoles
naturales. Mientras que para cualquiera de los compuestos sintéticos se debe multiplicar

por 0,74.

Absorcion, transporte, metabolismo y principales funciones de la Vitamina E

El caracter liposoluble de la vitamina E hace que su absorcién en el intestino sea
inicialmente dependiente de una adecuada funcién del pancreas y la secrecién biliar que
permite su esterificacion, y la formacién de sus correspondientes micelas de “acetato de
tocoferol” miscibles en agua (Florez, 2003; Traber, 2007), que seran absorbidas por
difusion pasiva a través de la membrana de las células del borde en cepillo del enterocito.
Asi se incorporaran a los quilomicrones, previa ruptura de sus correspondientes ésteres,
siendo posteriormente secretados al torrente sanguineo unidos a lipoproteinas HDL y
VLDL (Traber, 2007). De ahi serad transportado al tejido adiposo y muscular donde la
mayoria de a-tocoferol podra entrar posteriormente en las células de los tejidos

periféricos dentro de la lipoproteina a través del receptor HDL (Traber, 2007).

En el parénquima hepatico, puede metabolizarse o reincorporarse al plasma a través de la
proteina de transferencia especifica del a-tocoferol (a-TTP). A diferencia de otras
vitaminas liposolubles, la vitamina E no se acumula integramente, sino que se metaboliza
en el higado para ser excretada en la orina, y la bilis y de ahi serd eliminada por las heces

(Brigelius-Flohe y Traber, 1999; Traber, 2007).

La vitamina E es un ejemplo de antioxidante de naturaleza fendlica, siendo estas
moléculas capaces de donar facilmente, a los radicales libres, atomos de hidrégeno del
grupo hidroxilo perteneciente a la estructura del anillo. De este modo su accién como

antioxidante se produce mediante la donacidén de un atomo de hidrégeno a los radicales
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peroxilo de moléculas de lipidos insaturados, formando un hidroperéxido y un radical
tocoferoxilo, que reacciona con los radicales peroxilo de otros tocoferoxilo formando

aductos mas estables (Traber, 2007)

Algunas de las funciones atribuidas a la vitamina E se deben a su capacidad antioxidante,
su intervencion en procesos de sefializacion celular, asi como su capacidad de disminuir
los problemas de infertilidad asociados a déficits en la espermatogénesis, etc. (Brigelius-

Flohe y Traber, 1999; Azzi, 2004).

El papel biolégico mdas importante de la vitamina E es proteger a los acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) y otros componentes de las membranas celulares y las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) de la oxidacion por radicales libres. La vitamina E se
encuentra principalmente dentro de la bicapa de fosfolipidos de las membranas celulares.
Es particularmente eficaz en la prevencidon de la peroxidacién lipidica, impidiendo la
acumulacién de niveles elevados de productos derivados de dicho proceso que estdn

asociados a numerosas enfermedades y condiciones clinicas (Duthie, 1993).

Necesidades y requerimientos de vitamina E

La deficiencia de vitamina E es rara en los seres humanos. La deficiencia grave de tocoferol
en animales de laboratorio ha demostrado causar problemas de degeneracion neuronal en
el tronco cerebral, la médula espinal y los nervios periféricos, asi como una cierta pérdida
de fibras mielinizadas (Florez, 2003; Berman, 2004). En humanos, los problemas
relacionados con la deficiencia de esta vitamina pueden presentarse en prematuros de
bajo peso y en nifios 6 adultos con problemas de malabsorcién de grasas de modo que
pueden sufrir problemas neuroldgicos, neuropatias periféricas, ataxia, miopatias

esqueléticas, retinopatias y problemas de respuesta inmune (Florez, 2003).

Los niveles normales de tocoferol en plasma son entre 6 y 14 mg/ml. El consumo a través

de la dieta es aproximadamente de hasta 40 Ul (26,7mg) al dia. Trumbo et al., en 2002
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establecieron los niveles diarios de ingesta de esta vitamina necesarios para el normal
funcionamiento del organismo, en 4-7 mg/dia para nifios de hasta 8 afios de edad, y 15
mg/dia para adultos, viéndose aumentadas estas necesidades en situaciones como la

lactancia materna.

A pesar del caracter lipdfilo de esta vitamina, su acumulacién en el organismo es
relativamente escasa y por lo tanto su toxicidad es relativamente baja. Trumbo et al.,
(2002), establecieron 100 mg/dia como el nivel maximo tolerable de vitamina E en
adultos. Las dosis superiores a 3000 Ul/dia (2000 mg/dia) pueden provocar reacciones
adversas, afectando al metabolismo de la vitamina A y K, y dando lugar a debilidad
muscular, cefalea, vision borrosa, molestias gastrointestinales, creatinuria y disfuncion de

las génadas (Florez, 2003).

Por otro lado, algunas personas con abetalipoproteinemia, un trastorno hereditario poco
comun que esta asociado a una mala absorciéon de grasas en la dieta, requiere la
suplementacién con grandes dosis de vitamina E (aproximadamente 100 mg/kg o 5-10

g/dia).

Son numerosos los alimentos que contienen vitamina E en su composicién, frutos secos
como las nueces, semillas oleaginosas y aceites vegetales como el de oliva se consideran
fuentes importantes de a-tocoferol (Olmedilla et al., 2001), asi como, algunos vegetales
como los esparragos, las espinacas, los berros, el brécol y el tomate, con contenidos entre
1,2y 2,5 mg de vitamina E por 100g de porcién comestible (Moreiras et al., 2010). Algunos
autores han puesto de manifiesto la relevancia de algunos vegetales silvestres (Foeniculum
vulgare, Asparagus acutifolius, Bryonia dioica, Tamus communis, entre otros), como una

buena fuente de vitamina E (Barros et al., 2010a; Martins et al., 2011).
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2.4.- Acidos organicos

Los acidos orgdnicos son moléculas de bajo peso molecular que se caracterizan por
contener uno o mas grupos carboxilo en su estructura, lo que les aporta unas propiedades
fisico-quimicas concretas, jugando un papel importante en la percepcidn general del sabor

en los alimentos.

En las plantas, son compuestos intermedios en el metabolismo de moléculas de mayor
peso molecular, tales como hidratos de carbono, lipidos y péptidos (Chou y Patrick, 1976;
Horsley, 1977; Kuiters y Sarink, 1986). El metabolismo de los &acidos organicos es
fundamental a nivel celular incluyendo la produccién de energia, o la formacion de

precursores para la biosintesis de aminoacidos (Baziramakenga, 1994).

Los acidos organicos se sintetizan principalmente en las mitocondrias a través del ciclo de
los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs (figura 2.4.1), y en menor medida como parte del
ciclo del glioxilato. Los acidos organicos estan presentes en la mitocondria y son
preferentemente almacenados en la vacuola (Fig. 2.4.2), donde su excrecion debe
ajustarse a su participacion en determinadas funciones fisioldgicas (Lopéz-Bucio, 2000), de
modo que los niveles de acidos organicos no sélo varian entre las especies, sino que
también varian entre los distintos tejidos de la planta. Adem3s, la acumulacién de estos
compuestos se ve aumentada de forma importante en respuesta al estrés ambiental al

que se pueda ver sometida la planta.
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Figura 2.4.1.- Principales acidos organicos presentes en los vegetales, Ciclo de los acidos tricarboxilicos

(Lehninger, 2011)

Figura 2.4.2.- Formacion de acidos organicos en la célula vegetal (Lopez-Bucio, 2000)

Los acidos orgdnicos ejercen un papel importante en el equilibrio osmético de la planta,
asi como en el ajuste y control del exceso de cationes en el medio. También participan en
los mecanismos regulatorios de los que dispone la planta para hacer frente a las

deficiencias de nutrientes, la tolerancia a metales y la defensa frente a patdgenos (Lopez-
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Bucio et al., 2000; Squeira et al.,, 1991). Los 4acidos organicos no solo actian como
intermediarios en el metabolismo del ciclo de los acidos tricarboxilicos, sino que varios
estudios han demostrado que las plantas emplean estos compuestos como mecanismos
de detoxificacidon a través de quelacion y reacciones de intercambio de ligando frente a
diferentes metales pesados como el plomo, aluminio, cadmio, etc. que estdn presentes en

el medio ambiente (Bruckert, 1970; Fox y Comerford, 1990; Ryan et al., 2001).

Algunos de estos acidos pueden comportarse como antioxidantes, siendo capaces de
deslocalizar la carga electrénica procedente de los llamados radicales libres (Lépez-Bucio

et al., 2000; Wills et al., 1998).

Dentro de los dacidos orgdnicos, el acido oxalico ha demostrado presentar algunos
problemas de toxicidad (siendo 5 g la dosis letal para un adulto), dado que puede interferir
en la absorcién de calcio asi como contribuir a la formacidén de cdlculos renales de oxalato
con la consiguiente alteracién de las funciones renales y problemas asociados. Por ello,
para evitar problemas de descalcificacién désea, algunos autores recomiendan que la
relacidén de la ingesta del dcido oxalico en la dieta no supere en 2,5 veces a la ingesta de

calcio (Guil et al., 1996b; Guil et al., 1997).

2.5.- Acidos grasos

Los acidos grasos estan constituidos por una cadena hidrocarbonada en la que el grupo
metilo (CH3) se denomina extremo w o n y el grupo carboxilo extremo A. Se pueden
clasificar de acuerdo con la presencia de dobles enlaces en la cadena carbonada
(saturados, monoinsaturados o poliinsaturados), el numero o posicion del primer doble
enlace (w-3, w-6 y w-9) y configuracion de los dobles enlaces (cis y trans). Como se
muestra en el cuadro 2.5.1 y 2.5.2, os acidos grasos pueden variar en longitud de 2 a 80
atomos de carbono, pero los compuestos mads tipicamente presentes en los vegetales

constan de 14, 16, 18, 20 y 22 4tomos de carbono (Mataix, 2003).
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Estos compuestos pueden ser almacenados en el organismo como triglicéridos o
formando parte de las membranas como fosfolipidos u otros lipidos de cadena compleja.
Son un componente de caracter esencial para el organismo aportando fluidez, flexibilidad
y permeabilidad selectiva a las membranas celulares, asi como en la adaptacién al frio, en
la defensa frente a patdgenos, la endocitosis y exocitosis, interviniendo también en la

actividad enzimatica asociada a membranas, etc. (Wallis et al., 2002).

Los 4cidos grasos juegan un papel importante en la nutricién humana. En particular, los
acidos grasos insaturados se asocian con un menor riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares (ECV), inflamatorias y enfermedades autoinmunes como el asma, la
enfermedad de Crohn y la artritis y ciertos tipos de cancer, incluidos los de colon, mama 'y

préstata (Simopoulus, 2002).

Cuadro 2.5.1.- Acidos grasos saturados presentes en los alimentos (Mataix y Gil, 2002)

Acidos Grasos Saturados (AGS) - Nombre comun Nomenclatura sistematica
Acido butirico (C4:0) Butanoico
Acido Capréico (C6:0) Hexanoico
Acido caprilico (C8:0) Octanoico
Acido céprico (C10:0) Decanoico
Acido undecanoico (C11:0)

Acido laurico (C12:0) Dodecanoico
Acido tridecanoico (C13:0)

Acido miristico (C14:0) Tetradecanoico
Acido pentadecanoico (C15:0)

Acido palmitico (C16:0) Hexadecanoico
Acido heptadecanoico (C17:0)

Acido estedrico (C18:0) Octadecanoico
Acido araquidico (C20:0) Eicosanoico

Acido heneicosanoico (€21:0)
Acido behénico (€22:0) Docosanoico
Acido tricosanoico (C23:0)
Acido lignocérico (C24:0) Tetracosanoico

Dentro de los acidos grasos saturados (AGS), el palmitico (AP) es uno de los mas

abundantes en algunos alimentos y uno de los mas controvertidos, dado que por su
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naturaleza de AGS estda contraindicado su consumo en pacientes con alto riesgo de
padecer enfermedad cardiovascular, por favorecer la agregacidon plaquetaria y la
formacién de las células espumosas causantes de las placas de ateroma. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) afirma que existen evidencias de que la ingesta alimentaria de
AP aumenta el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, French
et al, en 2002, demostré que el 3acido palmitico no presenta ningun efecto
hipercolesterolémico si la ingesta de acido linoleico (AL) es superior al 4,5% del total de la

energia ingerida.

Cuadro 2.5.2.- Acidos grasos insaturados presentes en los alimentos (Mataix y Gil, 2002)

Nombre comun | Nomenclatura sistematica

Acidos Grasos Monoinsaturados (AGMIs)

Acido miristoleico (C14:1) Acido Cis-5-tetradecenoico
Acido palmitoleico (C16:1) Acido Cis-9-hexadecenoico
Acido oleico (C18:1n9c) Acido Cis-9-octadecenoico
Acido elaidico (C18:1n9t) Acido Trans-9-octadecenoico
Acido gadoleico (C20:1c) Acido Cis-9-eicosaenoico
Acido gondoico (20:1c) Acido Cis-11-eicosaenoico
Acido erucico (€22:1n9) Acido Cis-13-docosenoico

Acido nervonico (C24:1)

Acidos Grasos Poliinsaturados (AGPIs)

Acido linoleico (C18:2n6c) Acido 9,12-octadecadienoico

Acido y-linolénico (C18:3n6) Acido 6, 9, 12-octadecatrienoico

Acido estearidénico (C18:4) Acido 6,9,12,15-ocatadecatetraenoico
Acido a-linolénico (C18:3n3) Acido 9,12,15-octadecatrienoico

Acido Cis-11.14-eicosadienoico (C20:2c)

Acido dinomo- y-linolénico C20:3n6) Acido 8,11,14-eicosatrienoico

Acido Cis-11,14,17-eicosatrienoico (C20:3n3)

Acido araquiddnico (C20:4n6) Acido 5,9,11,14-eicosatetranoico

Acido Timnodénico (C20:5n3) Acido 5, 8, 11,14,17-eicosapentaenoico
Acido Cis-13,16- docosadienoico (C22:2)

Acido artrénico (C22:4) Acido 7,10,13,16-docosatetraenoico
Acido osmond (C22:5) Acido 4,7,10,13,16-docosapentanoico
Acido clupanodénico (C22:5) Acido 7,10,13,16,19- docosapentanoico
Acido clupadénico (€22:6n3) Acido 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico

El acido oleico es el representante fundamental de los acidos grasos monoinsaturados

(AGMI) en la dieta. Comparte con el resto de acidos grasos el sistema de desaturasas y

41



42

Parte general

elongasas, aunque con menor afinidad; de hecho, el 4cido oleico genera pocos derivados
de cadena larga, al menos en situaciones fisioldgicas. Del acido oleico se derivan
eicosanoides con actividad vasodilatadora y antiagregante. A nivel lipidico, origina una
reduccién de triglicéridos, del colesterol total y unido a LDL, asi como una disminucion de
la oxidaciéon del mismo, con el beneficio afladido de ser una de las pocas sustancias

conocidas capaces de inducir la elevacién de las lipoproteinas de alta densidad (HDL).

El contenido de grasa presente en las verduras es generalmente bajo. A pesar de ello,

la espinaca, pimiento (rojo y verde), judias verdes, etc. presentan niveles en torno a 0,030
g/100g de porcidn comestible de algunos acido como acido palmitico (C16:0), linoleico
(C18:2) y algo superiores del a-linolénico (ALA, C18:3), en torno a 0,149 g/100g para la
espinaca (Moreiras, et el., 2010). El ALA es abundante, en general, en los vegetales de hoja
verde, y es el precursor de los acidos grasos w-3 de cadena larga (Voet y Voet, 2004).
Segun Simopoulos (2002), las plantas silvestres comestibles contienen un buen equilibrio

de acidos grasos w-6 y w-3, conteniendo mds ALA que las cultivadas.

La mayoria de los 4cidos grasos pueden ser sintetizados por las plantas. Los vegetales
contienen desaturasas capaces de insertar dobles enlaces en las posiciones 3, 6 y 9
respecto del grupo metilo terminal, mientras que en los animales y concretamente en el
hombre, las desaturasas sélo son capaces de introducir dobles enlaces en posiciones
especificas mads alld del carbono 6. Por lo tanto, hay una serie de acidos grasos que el
hombre no es capaz de sintetizar, denominados acidos grasos esenciales (AGE), pero
imprescindibles y necesarios para el normal funcionamiento fisiolégico en los seres

humanos, y que deben ser, por tanto, adquiridos a través de la dieta.

Entre los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), los de la serie w-3 y w-6, como son los
acidos grasos esenciales acido a-linolénico (ALA, C18: 3 n-3) y linoleico (AL, C18: 2 n-6),

son precursores en la biosintesis de los eicosanoides, tales como el 4cido
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eicosapentanoico y docosahexaenoico, compuestos que participan en una amplia gama de

funciones metabdlicas (Voet y Voet, 2004).

Ciertos AGMI se obtienen a partir del palmitico (16:0) y del estearico (18:0), mediante la
A9-desaturasa los AGMI mas abundantes del organismo, como son el acido palmitoleico
(16:1, w7) y el oleico (18:1, w9), respectivamente, que junto con los &acidos grasos

esenciales AL y ALA son los precursores de otros acidos grasos insaturados (Figura 2.5.2).

A9-Via Desaturasa A6-Via Desaturasa
18:2n-6 18:2n-6 18:3n-6
Acido linoleico Acido linoleico Acido a-linolénico
(de la dieta) (de la dieta) (de la dieta)
A9-Elongasa A6-Desaturasa A6-Desaturasa
v v v
20:2n-6 20:2n-6 18:4n3
Acido Acido Acido
eicosadienoico eicosadienoico octadecatetraenoico
A8-Desat A6-El A6-Elongasa
-Desaturasa -Elongasa
A\ 4 s A 4
20:3n-6 ~20:3n-6 20403
Acido dihomo-y- Acido dihomo-y- Acido eicosatrienoico
linolenico linolenico

A5-Desaturasa
v
A5-Desaturasa A5-D
20:5n-3
) Acido
. 204n6 2046 eicosapentaenoico
Acido araquidénico Acido araquidénico (EPA)

AS5-Elongasa
A 4
22:5n-3 A7-Elongasa 24:5n-3
Acido Acido
docosapentaenoico tetracosapentaenoico
(DPA)
A6-Desaturasa
A 4
24:6n-3
A4-Desaturasa Acido
tetracosahexaenoico
(DPA)
B-oxidacion (peroxisomal)
A A 4
22:6n-3 22:6n-3
Acido Acido
docosahexaenoico docosahexaenoico
(DHA) (DHA)

Figura 2.5.2.- Metabolismo de los acidos grasos esenciales; Adaptado de Napier & Sayanova (2005); J. Lunny

H. E. Theobald (2006)

La sintesis de los AGPI se lleva a cabo en el higado, intestino, cerebro y retina mediante
sucesivas reacciones de elongacidn y desaturacion catalizadas por la enzima acido graso

elongasa y la A6 y A5 desaturasa; La A6-desaturasa es la enzima condicionante de la ruta
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biosintética de acidos grasos (Wallis et al., 2002; Qui, 2003), pudiendo estar esta sintesis

limitada por alguna patologia asociada a los érganos implicados.

Absorcion, transporte, metabolismo y funciones fisioldgicas de los acidos grasos

Las grasas procedentes de la dieta deben ser emulsionadas (por la bilis secretada en el
intestino delgado) para ser absorbidas por los enterocitos, mediante la formacion de
micelas dispersables y miscibles en agua, permitiendo asi que las lipasas pancreaticas
escindan los acidos grasos en la posicidn sn-1 y sn-3 de los triglicéridos. Asi se forman los
acidos grasos libres, un 2-monoacilglicerol, y cantidades muy limitadas de glicerol, que se
absorben por difusién a través de la pared intestinal. Dicho proceso de digestion de las
grasas es muy eficiente, absorbiéndose mas del 95% de la grasa dietética (Sanders y Emery

2003).

Los acidos grasos esenciales, asi como los derivados de los AGPI de cadena larga w-6 y w-3
son fundamentales en los diferentes estadios de crecimiento del hombre, desde la
gestacidn, lactancia e infancia, siendo imprescindibles para la formaciéon y crecimiento de

todos los tejidos, principalmente del nervioso.

Los efectos ateroprotectores derivados de la ingesta de AGPlI w-3 provienen
principalmente de la incorporacidn de los mismos a los fosfolipidos de las membranas de
las células, sustituyendo parcialmente el acido araquiddnico (AA, C20: 4 w-6) en las
membranas cardiovasculares, como sustrato inicial para la produccién de eicosanoides

(prostaglandina I3), que es equipotente a la prostaciclina como agente antiagregante.

Los intermediarios derivados del metabolismo de los AGPI w-3 son menos protrombéticos
y vasoconstrictores que los derivados procedentes del araquiddnico (w-6). El contenido de
acidos grasos de las plaquetas origina la produccidon de tromboxano-A2 a partir de los
acidos grasos de la familia w-6, o de tromboxano-A3 a partir de los de la familia w-3. Este

ultimo posee un efecto proagregante menor que el tromboxano-A2, reduciendo, por
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tanto, la agregacién plaquetaria y la trombosis (Lunn y Theobald, 2006; Florez, 2003).

La cantidad de acido araquiddnico en los tejidos dependerd del contenido en ALA y AL, y
por lo tanto de la competencia a la hora de acceder a las enzimas involucradas en el
proceso de desaturacién y elongacién. De modo que la relacidn entre ALA a AL en la dieta
es muy importante tanto desde el punto de vista nutricional como en la prevencién de

enfermedades cardiovasculares (Guil-Guerrero y Rodriguez-Garcia, 1999).

Necesidades y requerimientos de acidos grasos esenciales

Por lo anteriormente indicado, se recomienda consumir un minimo de 1% de la energia en
forma de acidos grasos poliinsaturados w-6 y el 0,2% en de w-3. El AL y ALA son acidos
grasos esenciales Unicamente adquiridos mediante la dieta. Por ello la ingesta adecuada
para nifios de hasta 8 afios de edad es de 4,4 a 10 mg/dia de ALy 0,4 a 0,9 mg/dia de ALA;
los adultos varones necesitan consumir 17 y 1,6 mg/dia respectivamente, mientras que las
mujeres necesitan ingerir 12 y 1,1 mg/dia de AL y ALA respectivamente, viéndose estas
necesidades aumentadas en determinadas situaciones fisiolégicas como el embarazo y la

lactancia.

Las dietas ricas en acidos grasos monoinsaturados se han asociado con mejoras en el
control glucémico. Asimismo, los acidos grasos insaturados, AGMI y AGPI w-3, pueden
estar asociados con la disminucién del riesgo de desarrollar ciertos tipos de cdancer,
incluyendo los canceres del colon, mama y prdstata. Sin embargo, el nivel de evidencia no
se considera suficiente para formular recomendaciones concretas en este sentido (Lunny

Theobald, 2006; Florez, 2003).

Aunque las dietas de los paises del Mediterrdneos pueden variar, los AGMI tipicamente

representan el 16-29% de la ingesta energética (Kris-Etherton, 1999). Sin embargo, es

necesario aumentar nuestro consumo de w-3 AGPI de cadena larga y disminuir la ingesta
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de AGS, , lo que reduciria el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (Lunn y

Theobald, 2006; Florez, 2003).

Desafortunadamente, el balance de AGPl w-3 y w-6 en la dieta occidental ha cambiado
sustancialmente en los Ultimos 100 afios, alejandonos del patrén de la Dieta Mediterranea
(Ward y Singh, 2005), siendo los acidos grasos poliinsaturados w-6 los predominantes. La
alta cantidad de acidos grasos w-6 en la dieta occidental (principalmente acido
araquidonico) da lugar a los productos procedentes del metabolismo de los eicosanoides,
como prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, acidos grasos hidroxilados, y lipoxinas,
que contribuyen a la formacién de trombos y ateromas, y trastornos inflamatorios

(Simopoulus, 2002).

Como indicaron Ward y Singh en 2005, es recomendable una baja proporcién de acidos
grasos w-6/ w-3 en la dieta para reducir el riesgo de padecer ciertas enfermedades
crénicas de alta prevalencia nuestra sociedad. Las cantidades excesivas de acidos grasos
poliinsaturados w-6, y en consecuencia una muy alta proporcion del ratio w-6/w-3
elevado, promueve un aumento del riesgo de padecer enfermedades asociadas a un
aumento del metabolismo de los eicoanoides, mientras que altos niveles de AGPl w-3 y

por lo tanto una baja proporcién del ratio w-6/ w-3 ejercen efectos supresores sobre ellos.
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2.6.- Compuestos Fendlicos: Fenoles y Flavonoides

Los compuestos fendlicos agrupan a un amplio grupo de moléculas caracterizadas por
poseer un anillo aromdtico con al menos un sustitiyete hidroxilo y una cadena lateral.
Poseen estructuras con anillos aromaticos y dobles enlaces conjugados a partir de los

cuales ejercen su accién antioxidante.

Se trata de un grupo de compuestos producto del metabolismo secundario de las plantas,
como productos finales de las vias shikimato y acetato, desde moléculas relativamente
sencillas (acidos fendlicos, fenilpropanoides, flavonoides) a compuestos altamente

polimerizados como las ligninas, melaninas, taninos, etc. (Bravo, 1998).

Dentro de la planta ejercen funciones de defensa frente a invasiones microbianas, frente a
enfermedades, dan lugar a caracteristicas como el aroma, astringencia, coloraciéon de
flores y frutos, etc. (Waterhouse, 2002). Las propiedades antioxidantes de los compuestos
fendlicos son bien conocidas, jugando un papel vital en la estabilidad de los productos
alimenticios, asi como en los mecanismos de defensa antioxidante de los sistemas
bioldgicos (Nijveldt et al., 2001). En estas reacciones el radical fenoxilo resultante es
relativamente estable, siendo capaz de deslocalizar la carga electrénica por resonancia y

por tanto de evitar el inicio de una reaccién en cadena.

Los compuestos fendlicos se pueden dividir en dos grandes grupos (figura 2.6.1 ay b):

— Compuestos flavonoides: estan formados por dos ciclos bencénicos (A y B) unidos
por un anillo heterociclico oxigenado (C). En funcién del grado de insaturacion y
sustitucion del anillo central, se pueden clasificar a su vez en: flavan-3-oles,
antocianinas (delfinidina, malvidina, cianidina), flavonas (crisina, rutina), flavonoles
(quercetina, miricetina), flavanonas (herperidina, naringenina), catequinas

(epicatequina, galato de epicatequina, epigalocatequina) y dihidroflavonoles.
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- Compuestos no-flavonoides: incluyen los d4cidos hidroxibenzoicos

hidroxicinamicos, estilbenos, etc.

Figura 2.6.1a.- Principales fenoles y flavonoides presentes en vegetales (Laguerre et al., 2007)

e
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Figura 2.6.1b.- Principales fenoles y flavonoides presentes en los vegetales (Laguerre et al., 2007)

2.7.- Actividad antioxidante

Los procesos oxidativos suponen transferencias de electrones, es decir, pérdidas de cargas
negativas. En este proceso participan enzimas (catalasas y deshidrogenasas) que se
encuentran en las mitocondrias y actlan en varias etapas de la cadena respiratoria, siendo
un proceso habitual dentro del metabolismo celular (Halliwell, 1999). En la cadena
respiratoria el oxigeno capta electrones generando energia en forma de ATP, y dando
lugar a los denominados radicales libres (sustancias que poseen uno o mas electrones
desapareados). Estos son compuestos muy reactivos que tienden a captar un electron de
moléculas bioldgicas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez
que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén que necesita, la molécula estable
que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre al quedarse con un electrén
desapareado, inicidndose asi una verdadera reaccidon en cadena. La vida media bioldgica
del radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo
que esté a su alrededor provocando un gran daifio molecular, en membranas celulares y

tejidos (Halliwell, 1999).
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En condiciones patolégicas o en presencia de compuestos pro-oxidantes, los ROS se
producen en grandes cantidades (Halliwell, 1996b, 1999). El estrés oxidativo causa la
produccion de especies de oxigeno altamente reactivas (ROS), como son los compuestos:
superdxido (02"), radicales hidroxilo (OH™), radical oxido nitroso (NO°), radicales aquiloxi
(RO"), y otras especies como el perdxido de hidrégeno (H,0,) y el oxigeno atémico (O°),

gue se originan ya sea de forma exdgena o enddgena (Ferreira et al., 2009).

El mecanismo de oxidacidn tiene lugar en tres etapas bien diferenciadas: En la etapa de
iniciacidon se forman los radicales libres que reaccionan y se transforman en otros radicales
durante la etapa de propagacion y que finalmente se transformaran en productos mas

estables durante la etapa de terminacion.

Etapa de iniciacidon:

RH > R-+H
ROOH - RO* + HO"
2RO0OH = RO* + ROO" + H,0

Etapa de propagacion:

R+ +0, > ROO"

ROO* + RH = ROOH +R*
Etapa de terminacidén:

R*+R* > R-R
R*+ROO* - ROOR
ROO" + ROO" - ROOR + 0,

El radical superéxido, en particular, se produce por la perdida de electrones de las cadenas
de transporte de electrones en la mitocondria y los sistemas microsomales del citocromo

P450 asi como por los fagocitos activados, como parte de la defensa inmunitaria primaria
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en respuesta a sustancias extrafias o para combatir la infeccidon por microorganismos. El
oxido nitrico (NO) puede producirse a partir de L-arginina (presente en casi todos los
tejidos de mamiferos) por la dxido nitrico sintasa. El NO en concentraciones normales
ejerce su funcidn fisioldgica, sirviendo como mediador para que los macréfagos expresen
actividad citotdxica frente microorganismos y células neopldsicas. Pero en altas
concentraciones de Oxido nitrico, éste puede reaccionar con el anién superdxido sin
necesidad de catalizador, formando el compuesto denominado peroxinitrito, el cual se
considera como una especie de nitrégeno potencialmente danina pudiendo reaccionar a
través de diferentes mecanismos (Fridovich, 1983; Moncada y Higgs, 1993; FAO, 2001;
Pacher, 2007; Ferreira et al., 2009).

Los ROS junto con otros pro-oxidantes (como los iones de Cu y Fe) pueden modificar el
equilibrio oxidativo en las células. Algunos ejemplos lo constituyen la luz solar, el humo de
tabaco, contaminacién ambiental, ejercicio extremo, asi como la presencia de

xenobidticos en el organismo o situaciones relacionadas con diversas enfermedades.

Cuando la generacion de ROS excede la capacidad antioxidante del organismo, se
producen lesiones celulares y metabdlicas a través de su accidn sobre las proteinas, lipidos
y ADN, dando lugar a una amplia variedad de procesos fisiopatoldgicos. De hecho, la
produccidon descontrolada de radicales libres se ha relacionado con mas de cien
enfermedades, incluyendo enfermedades cardiovasculares, trastornos neuroldgicos,
cataratas, artritis reumatoide, enfermedades inflamatorias, cancer y el proceso de
envejecimiento en si mismo, asi como varios tipos de cancer (Ames et. al, 1993; Halliwell,

1996a; Shah y Channon, 2004; Valko et al., 2006; Yang et al., 2008).
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Figura 2.7.1.- Causas y consecuencias del estrés oxidativo (Ferreira et al., 2009)

Los tejidos contienen una serie de enzimas intracelulares con capacidad antioxidante
como son la superdxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT)
capaces de modular el estrés oxidativo. La SOD facilita la conversion del anién superoxido
en perdxido de hidréogeno, manteniendo las concentraciones de superéxido lo
suficientemente bajas para evitar la formacién de peroxinitrito, mientras que las CAT y
GPx son capaces de transformar el perdxido de hidrégeno en agua. Ademas de estos
sistemas enzimdticos, la célula dispone de moléculas antioxidantes de caracter endégeno
como el glutatién (Finkel y Holbrook, 2000), la coenzima-Q reducida. Los antioxidantes
exdgenos de mayor relevancia presentes en la dieta, son los carotenoides, acido ascérbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) y compuestos fendlicos, que previenen la oxidacion
del colesterol-LDL reduciendo el riesgo de alteraciones coronarias, ademas de tener efecto
anticancerigeno al inhibir la formacién de sustancias carcinogénicas (Strain y Benzie,

1999).

Los antioxidantes son compuestos capaces de retrasar o inhibir la oxidacion de un sustrato
pudiéndolos clasificar en dos grandes grupos seglin su mecanismo de accidn (Halliwell,
1999):
¢ Antioxidantes primarios: capaces de neutralizar las reacciones en cadena,
reaccionando con los radicales libres convirtiéndolos en compuestos

termodindmicamente estables.
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¢ Antioxidantes secundarios: son aquellos que actuan retardando el inicio de las

reacciones en cadenas formadoras de los hidroperdéxidos.

La mayoria de los antioxidantes bioldgicos actian de modo que al aceptar un electrén no
apareado, el radical libre intermedio formado tiene una vida media relativamente larga en
el entorno biolégico normal. Los antioxidantes naturales pueden proteger el cuerpo
humano de los radicales libres y retardar el progreso de muchas enfermedades crdnicas,

asi como alteraciones en el propio alimento (Kinsella et al, 1993; Lai et al, 2001).

Varios estudios cientificos recientes confirman que el consumo de frutas y vegetales, por
su contenido en nutrientes antioxidantes, es actualmente una de las estrategias mas
efectivas y seguras en la prevencion de enfermedad cardiovascular y otras enfermedades

degenerativas (Block et al., 1992; Gerber et al, 2002; Di Matteo y Esposito, 2003).

En el alimento asi como en el cuerpo humano, los compuesto antioxidantes ejercen un
efecto sinérgico entre si (Chew, 1995; Nagaoka et al.,, 2007). Existen mecanismos para
recuperar la vitamina C de manera similar a los de la vitamina E. La regeneracion de la
vitamina C dependerad de la existencia en plasma de células metabdélicamente activas
capaces de realizar dicha reduccidn; asi en los tejidos atréficos o tejidos expuestos a la
inflamacién, la viabilidad celular puede fallar y con ello la posibilidad de reciclar la
vitamina C. En el caso de la vitamina E, se cree que se orienta con la estructura del anillo
quinol en la superficie externa de las goticulas de grasa plasmatica (es decir, en contacto
con la fase acuosa) para que pueda mantenerse en su forma reducida activa mediante la
circulacion de agentes reductores como la vitamina C (Bendich, 1986). Dentro de las
membranas bioldgicas, se cree que la vitamina E se intercala con los fosfolipidos para
brindar protecciéon a los AGPI frente a la oxidacién. La vitamina E es muy eficaz en la
prevencién de la auto-oxidacién de lipidos, como es el caso de la inhibicidn de la oxidacién

de las lipoproteinas LDL (FAO, 2001).
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Segun Bendich (1986), en 1941 se demostrd que la vitamina C por si sola no era efectiva
en la prevencién de la auto-oxidacién in vitro de la grasa. Asimismo, se demostré que la
funcién ejercida por la vitamina E sola era muy inferior al efecto producido por la
presencia simultdnea de ambas vitaminas, siendo la vitamina C la responsable de la
"regeneracién” de la vitamina E mediante la reduccién del radical a-tocoferoxilo
producido cuando la vitamina E "secuestra" un radical peroxilo, recuperandose asi la

capacidad antioxidante de la vitamina E frente al resto de radicales presentes en el medio.

Por lo tanto, se cree que el radical tocoferoxilo formado por la oxidacidén de a-tocoferol es
lo suficientemente estable para permitir su reduccién por la vitamina C para regenerarse,
evitandose asi la oxidacidn de los AGPIs cercanos. Del mismo modo las formas oxidadas de
vitamina C, el radical libre ascorbilo y dehidroascorbato, se puede reciclar de nuevo a

ascorbato por la GSH o la enzima reductasa dehidroascorbato.

Dada la importancia de todos estos mecanismos bioldgicos, en los alimentos se hace
necesario profundizar en los aspectos relativos al contenido de compuestos bioactivos en
los vegetales que forman parte de nuestra dieta, con el fin de fomentar el conocimiento y

empleo de los mismos y potenciar asi sus propiedades nutricionales y/o funcionales.
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Objetivos y planteamiento del trabajo

El consumo de vegetales silvestres es de gran interés ya que permite la diversificacidon de Ia
alimentacién y el mantenimiento de la identidad cultural y gastrondmica de cada regién.
Ademas muchos de estos vegetales pueden ser alimentos con un gran potencial nutricional y
fuente de compuestos bioactivos a la dieta. Sin embargo, los estudios cientificos sobre
verduras silvestres desde el punto de vista nutricional son escasos. Por todo ello, el presente

trabajo de investigacion tiene como objetivo principal:

El estudio de vegetales silvestres comestibles tradicionales de la Comunidad de
Madrid, mediante la caracterizacion del contenido en compuestos bioactivos y la
valoracion de su potencial actividad bioldgica (capacidad antioxidante), con el fin
de potenciar su consumo tradicional y valordndolos como posible fuente de

ingredientes funcionales.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Optimizacién de los distintos métodos analiticos para la caracterizacién de las
muestras objeto de estudio, y en especial puesta a punto de la metodologia de
analisis del acido félico y sus correspondientes folatos (pteroil-poliglutamatos).

2. Caracterizacion del contenido de compuestos de interés nutricional y funcional de
naturaleza hidrdéfila en las especies objeto de estudio: vitamina C, vitamina Bg
(acido fdélico y folatos), acidos organicos, compuestos fendlicos y flavonoides
totales.

3. Caracterizacion del contenido de compuestos de interés nutricional y funcional de
naturaleza lipdfila en las especies objeto de estudio: acidos grasos (esenciales y no
esenciales) y vitamina E (tocoferoles).

4. Valoracion de la capacidad antioxidante de las plantas silvestres objeto del estudio,

mediante diferentes ensayos in vitro.
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5. Valoracion de la influencia del tratamiento térmico en el contenido de algunos
compuestos bioactivos de algunas de las especies que se consumen cocinadas:

vitamina C, 4cidos organicos y vitamina B (acido félico y folatos).

El presente trabajo, forma parte del proyecto CGL2006-09546/BOS: “Valoracidn
productiva y nutricional de plantas silvestres comestibles de uso tradicional en Espaiia”,
MEC (Plan Nacional 1+D+i), cuyo investigador principal es el Dr. Francisco Javier Tardio
Pato, del Instituto Madrilefio de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario

(IMIDRA).



4. PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO
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1) Seleccion de muestras:

Con el fin de dar cumplimiento a los objetivos propuestos, en una primera fase se
seleccionaron las muestras objeto de estudio, considerando su disponibilidad y
adecuacién a los objetivos propuestos segun los criterios del grupo de investigadores
expertos en etnobotanica (procedentes del Instituto Madrilefio de Investigacién y
Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario, Real Jardin Botanico de Madrid y la Universidad
Auténoma de Madrid). Como se muestra en el cuadro 4.1, se han seleccionado un total de

20 especies vegetales silvestres comestibles.

2) Seleccidon de los parametros y optimizacion de la metodologia analitica:

Pardmetros fisico-quimicos: humedad, pH y acidez titulable.

- Compuestos bioactivos  hidrosolubles: dacido ascérbico y dehidroascérbico
(vitamina C), acidos organicos, acido félico y derivados (vitamina Bg), fenoles y
flavonoides totales.

- Compuestos bioactivos liposolubles: acidos grasos, tocoferoles (vitamina E).

- Valoracidn de la actividad biolégica in vitro de los compuestos bioactivos: actividad

antioxidante

3) Aplicacion de los métodos de analisis a las muestras

4) Valoracion de la influencia del tratamiento térmico en el contenido de algunos

compuestos bioactivos:

Se ha evaluados la variacién debida al procesado en los contenidos de vitamina C,
acidos orgdanicos y vitamina By (4cido fdlico), en seis de las especies estudiadas,
seleccionadas por poseer contenidos elevados de estos compuestos y por ser

tradicionalmente consumidas cocinadas.
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Dichas especies fueron:

- Asparagus acutifolius L.

- Bryonia dioica Jacq.

- Humulus lupulus L.

- Silene vulgaris (Moench) Garcke
- Rumex pulcher L.

- Tamus communis L.

Algunas de las determinaciones llevadas a cabo en el presente trabajo, se realizaron como
parte de una estancia internacional de investigacion predoctoral, realizada en el
Laboratdrio de Quimica e Bioquimica Aplicada, pertenecientes al Departamento de
Biologia y Biotecnologia (DBB) del Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO), Escola
Superior Agraria de Braganca entre el 22 de Junio y el 30 de Septiembre bajo la direccion

de la Dra. Ana Maria Carvalho, Profesora y coordinadora del DBB.



Objetivos y planteamiento del trabajo

Cuadro 4.1.- Especies silvestres seleccionadas en el presente estudio (Tardio et al., 2002)

Especies Familia Nombre Comin  Parte comestible Forma de consumo

Apium nodiflorum (L.) Lag. Umbelliferae Berraza Tallos tiernos con hojas ~ Cruda

Foeniculum vulgare Mill. Umbelliferae Hinojo Tallos tiernos con hojas  Cruda y cocinada

Montia fontana L. Portulacaceae Corujas Tallos tiernos con hojas  Cruda

Silene vulgaris (Moench) Garcke.  Caryophyllaceae Collejas Tallos tiernos con hojas  Cruda y cocinada

Anchusa azurea Mill. Boraginaceae lenguaza Hojas basales Cruda

Beta maritima L. Chenopodiaceae Acelga silvestre Hojas basales Cocinada

Chondrilla juncea L. Asteraceae Ajonjera Hojas basales Cruda

Cichorium intybus L. Asteraceae Achicoria Hojas basales Cocinada

Papaver rhoeas L. Papaveraceae Amapola Hojas basales Cruda y cocinada

Rumex papillaris Boiss. & Reut. Polygonaceae Acedera Hojas basales Cruda

Rumex pulcher L. Polygonaceae Romaza Hojas basales Cocinada

Sonchus oleraceus L. Asteraceae Cerraja Hojas basales Cruda y cocinada

Taraxacum obovatum (Willd) D.C.  Asteraceae Diente de ledn Hojas basales Cruda

Scolymus hispanicus L Asteraceae Cardillo Hojas Basales Peladas Cruda y cocinada

Silybum marianum (L.) Gaertn. Asteraceae Cardo o Hojas Basales Peladas Cruda y cocinada

cardincha y brotes tiernos

Asparagus acutifolius L.. Lilaeaceae Esparrago triguero Brotes tiernos Cocinada

Humulus lupulus L. Cannabaceae Esparrago de zarza Brotes tiernos con hojas Cocinada
pequefias

Tamus communis L. Dioscoreaceae Lupios Brotes tiernos con hojas  Cocinada
pequefias

Bryonia dioica Jacq. Cucurbitaceae Esparrago de nuez Brotes tiernos con hojas  Cocinada
pequefias

Allium ampeloprasum L. Lilaeaceae Ajoporro Bulbo y parte apical de Cocinada

las hojas
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5. MUESTREO






Material y Métodos

Como se ha indicado anteriormente, en el presente trabajo, han sido estudiadas 20
especies silvestres de consumo tradicional en la Comunidad Auténoma de Madrid (ver
cuadro 5.1) la provincia de Segovia (ltuero y Lama) y Guadalajara (Pioz), tradicionalmente
empleadas en alimentacidn. Dichas muestras fueron identificadas por botdnicos expertos
y recolectadas en sus habitats naturales, seleccionando para ello al menos 2 localidades y
dos afios diferentes y consecutivos (2007 a 2008). En algunos casos al tratarse de especies
silvestres hubo problemas de baja produccién, no pudiéndose recolectar alguna de ellas
en el 2007 en ambas localidades, por lo que para garantizar la representatividad de los
resultados se decidid realizar otro muestreo complementario en 2009. De este modo se

evaluaron un total de 90 muestras frescas.

De cada especie se recolectaron al menos 500 gramos de porcidn comestible a partir de al
menos 25 individuos de cada especie, escogidos al azar, en el estadio de desarrollo mas

adecuado para el consumo (en general, a partir de mediados de marzo a finales de mayo).

Las zonas de recoleccion fueron las que se indican en el cuadro 5.1 y que aparecen

sefialadas en el mapa de la Figura 5.1.

Figura 5.1.- Mapa representativo de la situacion de las localidades empleadas para la recoleccion de las

muestras
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Cuadro 5.1.- Relacién de localidades donde se

especie

realizd la recoleccién de las muestras, para cada afio de muestreo y para cada

Apium nodiflorum (L.) Lag.
Foeniculum vulgare Mill.

Montia fontana L.

Silene vulgaris (Moench) Garcke.
Anchusa azurea Mill.

Beta maritima L.

Cichorium intybus L.

Rumex papillaris Boiss. & Reut.

Rumex pulcher L.

Taraxacum obovatum (Willd.) DC.

Chondrilla juncea L.

Papaver rhoeas L.

Sonchus oleraceus L.

Scolymus hispanicus L

Silypbum marianum (L.) Gaertn.
Asparagus acutifolius L.
Bryonia dioica Jacq.

Humulus lupulus L.

Tamus communis L.

Allium ampeloprasum L.

Perales de Tajuiia
Perales de Tajuiia
Ituero y Lama (Segovia)
Cadalso de los Vidrios
El Encin
El Encin
Cadalso de los Vidrios
El Encin
Villar del Olmo
Valdelatas
El Encin
Valdelatas

El Encin

Valdelatas
El Encin
Tres Cantos

El Encin

Valdelatas
Villar del Olmo
Villar del Olmo

Carabafia

Valdelatas

Valdemanco
Valdelatas
Valdelatas

Pioz
Valdelatas
El Encin

Fuentiduefia
Valdelatas
Valdelatas

El Encin
Miraflores de la Sierra
Soto del Real

Cadalso de los Vidrios

Perales de Tajuiia
Perales de Tajuiia
Ituero y Lama (Segovia)
Cadalso de los Vidrios
Cadalso de los Vidrios
El Encin
El Encin
Cadalso de los Vidrios
El Encin
Villar del Olmo
Valdelatas
El Encin
Cadalso de los Vidrios
Valdelatas
El Encin
El Encin
Valdelatas
El Encin
Tres Cantos

El Encin

Villar del Olmo
Valdelatas
Pto Canencia
Villar del Olmo
Villar del Olmo
Morata de Tajufia
Valdelatas
Valdemanco
Valdelatas
Valdelatas
Pioz
Valdelatas
El Encin
Fuentiduefia
Valdelatas
Valdelatas
El Encin
Miraflores de la Sierra
Soto del Real

Cadalso de los vidrios

Perales de Tajuiia

Ituero y Lama (Segovia)
Cadalso de los Vidrios

Cadalso de los Vidrios

Valdelatas

El Encin

Cadalso de los Vidrios

El Encin

El Encin

Tres Cantos

Villar del Olmo

Puerto de Canencia

Villar del Olmo

El Encin

Valdelatas

El Encin




Materiales y métodos

5.1.- DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS

Familia Boraginaceae

Anchusa azurea Mill.

Planta perennante con uno o varios tallos, hispida, con indumento simple de pelos rigidos.
Hojas basales lanceoladas, formando una roseta caduca en la fructificaciéon, hasta de 11-20
x 2,5-3 cm de ancho; tallos de hasta 120-150 cm, erectos y abundantemente ramificados
en la parte superior; hojas caulinares agudas, con margen ligeramente sinuado-dentado,
rara vez oblanceoladas. Flores con corola azul o azul-violdceo intenso, brillantes, rara vez
blancas o rosadas, con tubo de 6,5-8 mm (Valdés in Flora ibérica, vol. 11 inéd.; Tardio et

al., 2002).

Para el uso culinario y gastrondmico de esta especie se emplean sus hojas basales
cocinadas formando parte de diferentes guisos, o simplemente aderezadas con aceite y
vinagre. En el Libano se emplean sus influorescencias y hojas a modo de infusién para el
tratamiento de problemas gastrointestinales (Tardio et al., 2002; El Beyrouthy et al.,

2008).

Figura 5.1.1.- Anchusa azurea (autor: J. Tardio)
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Familia Cannabaceae

Humulus lupulus L.

Es una planta rizomatosa, trepadora, con tallos aéreos anuales largos y volubles, de hasta
5-10 m de altura, lampifios pero con prominencias duras; hojas relativamente grandes,
hasta 17,5 x 18,5 cm, generalmente opuestas, pecioladas y ampliamente cordadas en la
base. Es una planta dioica, con pies masculinos que incluyen flores pequefias, verdosas,
dispuestas en racimos ramificados y bracteas de 6 x 2 mm; los pies femeninos presentan
inflorescencias femeninas con flores reducidas Unicamente al pistilo, solitarias o en
pequeias cimas dispuestas en las axilas de bracteas fuertemente imbricadas y cortamente

pedunculadas (Catalan in Flora ibérica, vol. 3, 1993; Tardio et al., 2002).

Ademads del importante uso de las influorescencias del lupulo en la industria cervecera, se
consumen sus brotes tiernos previamente cocidos, en guisos, en tortilla, o en revuelto

(Tardio et al., 2006; 2010).

Figura 5.1.2.- Humulus lupulus (autor: J. Tardio)
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Familia Caryophyllaceae

Silene vulgaris (Moench) Garcke

Planta herbacea vivaz, de 35-80 cm de altura, glabra, a veces estolonifera, con raices
gruesas y tuberosas; tallos erectos, fuertes, blanquecinos o verdosos en la mitad inferior;
hojas coridceas, agudas, de hasta 85 x 22 mm, las inferiores pecioladas, oblanceoladas y
frecuentemente con un margen cubierto de pelos cortos. Inflorescencia generalmente
multiflora con flores de pétalos de blancos o rosa palido, de limbo hendido; cdliz globoso
caracteristico que persiste en la fructificacion (Talavera in Flora ibérica, vol. 2, 1990; Tardio

et al.,, 2002).

En alimentacidn, de ésta especie se emplean sus tallos tiernos con hojas cocinadas , en
tortilla, anadiéndolas al potaje. También se emplean en el pastel vegetal italiano “erbete”
y a veces incluso crudas en ensalada (Tardio et al., 2002; 2006; Pardo-de-Santayana, 2007;

Cornara et al., 2009).

Figura 5.1.3.- Silene vulgaris (autor: M. Molina)
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Familia Asteraceae

Chondrilla juncea L.

Planta vivaz, con roseta de hojas basales que suele secarse cuando se desarrolla el tallo
florifero. Hojas lanceoladas, con el borde ampliamente dentado y con algunas
protuberancias marginales de escasa consistencia. Tallos floriferos de color blanquecino
con pequenas espinas rigidas en su parte inferior, que posteriormente ramifica
ampliamente dando ramas de aspecto junciforme de color verde, con pequeiias hojitas de
forma linear, alargadas y estrechas. Flores son amarillas reunidas en capitulos paucifloros

muy estrechos.
Segun los estudios etnobotanicos realizados en Espafia, concretamente en la Comunidad
de Madrid y en la zona de Zamora y Salamanca, se emplean sus hojas basales o brotes

tiernos con hojas (segun la regidn) crudas en ensalada (Gonzélez et al., 2010; Tardio et al.,

2002, 2010).

Figura 5.1.4.- Chondrilla juncea (autor: J. Tardio)
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Cichorium intybus L.

Hierba perenne, cubierta de tricomas cortos. Consta de una potente raiz pivotante de la
que todos los afios en primavera brota una roseta de hojas caducas. hojas basales
lanceoladas, ampliamente dentadas hasta hacerse pinnatipartidas, con dientes agudos;
hojas superiores enteras algo lobuladas, sésiles y que abrazan al tallo; tallos floriferos
rigidos, de hasta 1 m de altura y con recorrido zigzagueante; capitulos con todas las flores

liguladas de azul intenso, a veces blanquecinas.

En medicina tradicional los usos atribuidos a la achicoria, se deben a sus propiedades
beneficiosas en el tratamiento de desordenes digestivos, como antihipertensivo, diurético
y laxante suave, empledandose sus las hojas basales y en algunos casos los brotes tiernos
de la achicoria en funcién del pais o la regién, actualmente Unicamente se han realizado
estudios etnobotanicos en ltalia, Albania y Espafia (Comunidad de Madrid y Granada). Por
otro lado, desde el punto de vista culinario, de esta especie se emplean sus hojas basales
cocidas en guisos (Guarrera et al., 2005; Pieroni, 2005; Tardio et al., 2006; Conforti et al.,

2009; Benitez, 2010; Tardio et al., 2002, 2010).

Figura 5.1.5.- Cichorium intybus (autor: J. Tardio)
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Materiales y métodos

Scolymus hispanicus L.

Planta herbdcea perenne, que desarrolla una gruesa raiz. Hojas basales en roseta, con un
largo y grueso peciolo, tomentoso y frecuentemente coloreado de rojo. El limbo foliar es
hendido, con marcas de color verde claro y bordes algo espinosos. Los tallos floriferos
puede alcanzar hasta 1 m y tienen muchas hojas sésiles, alternas, rigidas y punzantes. Los
capitulos estan situados en las axilas de las hojas y protegidos por fuertes brdacteas
espinosas; Cada capitulo estda constituido por numerosas flores liguladas de color

fuertemente amarillo-anaranjando (Tardio et al., 2002).

Del cardillo, Unicamente hay estudios etnobotanicos realizados en Espaia (Comunidad de
Madrid y la zona de Zamora y Salamanca), los cuales referencian que para el uso
alimentario de esta especie se emplean sus hojas basales, previamente peladas, en guisos
y/o rehogadas con aceite, o bien con huevos revueltos o en tortilla. A veces también se

consumen crudas (Gonzélez et al., 2010; Tardio et al., 2006, 2010).

Figura 5.1.6.- Scolymus hispanicus (autor: J. Tardio)

78



Materiales y métodos

Silypbum marianum (L.) Gaertn.

Planta anual muy vigorosa, con hojas basales de gran tamafio, alabeadas, de color verde
oscuro con extensas vetas blancas en las nervaduras, y con el borde espinoso. Su gran
inflorescencia es similar a una alcachofa, aunque las bracteas involucrales mas externas
presentan fuertes y largas espinas retrorsas. Sus flores son flosculosas de color rosa o
purpura, con cinco estambres soldados. Sus frutos son aquenios de 6 a 7 mm, de color

oscuro, con un vilano simple y fugaz.

En gastronomia se emplean sus hojas basales previamente peladas, cocidas, tanto

rehogadas, fritas, como en sopas (Pieroni et al., 2002a,b; Tardio et al., 2006, 2010).

Figura 5.1.7.- Silybum marianum (autor: J. Tardio y M. Molina)
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Materiales y métodos

Sonchus oleraceus L.

Hierba anual, laticifera, que no alcanza los 2 m de altura, con hojas lampifas,
generalmente pinnado-lobuladas o pinnado-divididas, con Iébulos triangulares sin espinas
o casi inapreciables, con el Iébulo terminal mayor que los laterales. Los capitulos

presentan flores liguladas de color amarillo.

De esta especie se consumen sus hojas basales crudas en ensalada o cocinada a modo de
guisos (Tardio et al., 2006; Pieroni et al., 2002 a,b; Cornara et al., 2009; Scherrer et al.,
2005).

Figura 5.1.8.- Sonchus oleraceus (autor: M. Molina)
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Materiales y métodos

Taraxacum obovatum (Willd.) DC.

Hierba perenne, escaposa, laticifera, con una importante raiz carnosa. Hojas numerosas y
pecioladas, dispuestas en una roseta basal, con forma de obovada a ovado-lanceolada, a
veces enteras, pero generalmente dentadas, con los dientes desiguales dirigidos hacia la
base, profundos, que llegan hasta el nervio; lampifias o, a veces, tomentoso-aracnoideas
en el nervio central. Los capitulos son floriferos solitarios en el extremo de tallos huecos
de hasta 40 cm de longitud; todas las flores liguladas, de color amarillo dorado a
azafranado, con el envés verdoso. Aquenios con un largo pico en cuyo extremo presentan

vilano (Galan in Flora ibérica, vol. 16 inéd.; Tardio et al., 2002).

Desde el punto de vista culinario, se emplean sus hojas basales tanto crudas (como
aperitivo o en ensalada), como cocidas (Pieroni et al., 2002 a,b; Cornara et al.,, 2002;

Tardio, 2006, 2010; Pardo de Santayana, 2007).

Figura 5.1.9.- Taraxacum obovatum (autor: J. Tardio)
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Materiales y métodos

Familia Cucurbitaceae

Bryonia dioica Jacq.

Planta herbdcea vivaz, con raiz tuberosa. Tallos trepadores volubles, de seccién
cuadrangular y mas o menos tomentosos y fibrosos. Hojas de hasta 12 x 12 cm,
pecioladas, similares a las de la vid aunque menos consistentes, palmatilobadas,
acorazonadas en la base, con zarcillos muy retorcidos de hasta 15 cm, simples. Es una
especie dioica, donde la inflorescencia masculina se presenta en racimos de hasta 17
flores y pedunculos glandulosos; las femeninas, en corimbos de hasta 7 flores vy
pedunculos glabros o glandulosos. Las flores masculinas presentan lébulos calicitos de 3-4
mm, lanceolados y acuminados; corola de 8-13 mm con |ébulos que alternan con los
anteriores, triangulares y glandulosos en su cara interna; mientras que las flores
femeninas corolas de 3,5-6,5 mm con estilos de 3,5-4,5 mm (P. Catalan in Flora Ibérica,

vol. 3, 1993; Tardio et al., 2002).
De dicha especie se consumen tradicionalmente sus brotes tiernos con hojas cocidos

(guisados) salteados con aceite y vinagre o en sopas de ajo (Tardio et al., 2002; Pardo de

Santayana et al., 2007; Carvalho y Morales, 2010)

Figura 5.1.10.- Bryonia dioica (autor: J. Tardio)
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Materiales y métodos

Familia Dioscoreaceae

Tamus communis L.

Hierba vivaz y perenne, glabra, con tubérculo de 20 cm o mas de longitud, cilindrico o
irregular, de color oscuro. Tallos de hasta 4 m o mas de altura, trepadores, volubles,
cilindricos, longitudinalmente estriados y ramificados. Hojas generalmente enteras, a
veces notablemente trilobadas, agudas, de un verde brillante. Se trata de una especie
dioica cuyas inflorescencias masculinas son ramificadas, laxas, de hasta 35 cm, plurifloras,
mientras que las femeninas son mas cortas, miden hasta 7 cm y son paucifloras; los
tépalos de las flores masculinas miden 2-4,1 x 0,7-1,6 mm, y son de color verde
amarillento; los tépalos de las flores femeninas miden 1,7-3 x 0,5- 1,5 mm y son verdosos.
Los frutos miden 0,6-1,5 cm de didmetro, son globosos o subglobosos y de un color rojo
intenso en la madurez (Segarra & Catalan in Flora ibérica, vol. 21, 2005; Tardio et al.,

2002).

Desde el punto de vista gastrondmico, se emplean sus brotes tiernos cocinados en

diferentes guisos, asi como en tortillas (Tardio et al., 2002).

Figura 5.1.11.- Tamus communis (autor: J. Tardio)
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Materiales y métodos

Familia Liliaceae

Allium ampeloprasum L.

Planta vivaz de hasta 1 metro de altura, cuyos bulbos miden 13-43 x 11-45 mm. Son de
esféricos a ovoides, solitarios; por lo general con 1 a 30-50 bulbillos de 4,7-8,5 x 3,5-6 mm,
sésiles o cortamente pedunculados, con una tunica externa coridcea, lisa, de un color
grisaceo. Su tallo es de 12 a 138 cm, de seccidn circular y macizo. Sus hojas estdn
dispuestas a lo largo de la mitad inferior del tallo, son glabras y carecen de peciolo.
Inflorescencia en umbela de 23-90 x 24-90 mm, esférica o hemisférica, densa, con
alrededor de 32-360 flores ovoides, a veces sustituidas parcialmente por bulbillos. Sus
tépalos son mas o menos ovados, obtusos o apiculados, en general presentan un gran
numero de papilas en el dorso y en los margenes, blanquecinos, rosados o purpureos, con
el nervio medio de un color mas intenso (Aedo in Flora ibérica, vol. 20 inéd.; Tardio et al.,

2002).

Para el uso gastrondmico de esta especie se emplea su bulbo y la parte inferior del tallo,
consumiéndose crudo directamente o con ensalada, guisado y/o en tortilla a modo de

revuelto (Tardio et al., 2002).

Figura 5.1.12.- Allium ampeloprasum (autor: M. Molina)
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Materiales y métodos

Asparagus acutifolius L.

Planta perenne, arbustiva, con tallos lefosos en la parte inferior, de hasta 2 m de longitud.
Posee un rizoma grueso y carnoso del cual brotan, generalmente en primavera, los nuevos
tallos con hojas escamosas dispuestas en espiral, lo que vulgarmente se conoce como
“espdrragos”. Estos tallos al desarrollarse producen numerosas ramas, en las que las hojas,
apenas perceptibles, son estrechas y escamosas y estdn acompafiadas de numerosas
espinas rigidas y cortas. Las flores son pequefias, amarillas y pedunculadas vy, tras la

fecundacidn, desarrollan una baya esférica negra y toxica.

La parte comestible, en este caso, son los brotes tiernos cocidos de ésta especie, en guisos

o en tortilla y/o revuelto (Tardio et al., 2002).

Figura 5.1.13.- Asparagus acutifolius (autor: J. Tardio)
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Materiales y métodos

Familia Papaveraceae

Papaver rhoeas L.

Planta anual, hispida, rara vez glabrescente. Sus tallos miden de entre 7 a 100 cm, erectos,
mds o menos ramosos. Hojas de 0,5-25 x 0,1-15 cm, pinnatifidas, pinnatipartidas o 1-2
pinnatisectas, rara vez subenteras; segmentos foliares oval-lanceolados, mas o menos
acuminados, el terminal por lo general es 1 a 3 veces mayor que los laterales. Los peciolos
foliares y los tallos estan cubiertos con pelos patentes blancos, amarillentos o purpureos,
raramente adpresos. Corolas con pétalos de 0,8-5 x 0,5-8 cm, suborbiculares, de color rojo
intenso, raramente blancos, rosados o violdceos y con manchas basales purpureo-
negruzcas. Fruto en capsula subglobosa, redondeada en la base, mds o menos estriada,

glabra o con tricomas esparcidos (Diaz Gonzalez in Flora ibérica, vol. 1, 1986).

Se han realizado estudios etnobotanicos sobre el uso de esta especie, en diversos paises
de la cuenca mediterranea, principalmente en Italia, Argelia, Albania, Chipre y en Espana
(Comunidad de Madrid y Granada). En alimentacion, se emplean las hojas basales de la
amapola cocinadas en diferentes guisos como la “minestra” y pasteles como es el
“frittate” italiano y a veces crudas en ensaladas. Las semillas también se utilizan en
panaderia. En medicina tradicional, se puede emplear en problemas respiratorios,
digestivos, contra sarampion y principalmente como somnifero y tranquilizante (Viegi et
al., 2003; Pieroni, 2005; Scherrer et al., 2005; Gonzalez-Tejero et al., 2008; Conforti et al.,
2009; Benitez, 2010; Tardio, 2002, 2010).

Figura 5.1.14.- Papaver rhoeas (autor: M. Molina)
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Materiales y métodos

Familia Polygonaceae

Rumex papillaris Boiss. & Reut.

Planta vivaz, densamente papilosa o glabrescente, de hasta 100 a 120 cm de longitud, con
tallos numerosos, erectos, simples y estriados. Sus hojas basales miden entre 25-165 x 6-
45 mm, con limbo oblongo u oblongo-lanceolado, mds o menos carnosas; sus |ébulos
basales generalmente son divergentes, bifidos; presentan peciolos igual o mas largo que la
[dmina; hojas caulinares oblongas u oblongo-triangulares, las medias y superiores son
subsésiles. Las inflorescencias son oblongas, con ramas medias e inferiores repetidamente
ramificadas, y las inferiores a veces son distantes. Las flores masculinas y femeninas son
pequeias y verdosas, agrupadas en racimos abiertos y laxos. Los frutos son secos,
monospermos, nucciformes, de seccidn triangular y rodeados de tres valvas membranosas

(Lépez Gonzalez in Flora ibérica, vol. 2, 1990; Tardio et al., 2002).

Las hojas basales de esta especie se consumen, tanto crudas a modo de aperitivo o en

ensaladas (Tardio et al., 2002).

Figura 5.1.15.- Rumex papillaris (autor: J. Tardio)
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Materiales y métodos

Rumex pulcher L.

Planta vivaz, perenne, de hasta 60 a 80 cm de longitud, papilosa en los peciolos y nervios
de las hojas (envés foliar). Los tallos sonerectos, surcado-estriados, mads o menos
flexuosos. Hojas basales de 10-200 x 5-60 mm, ovado-oblongas o lanceolado-oblongas,
algo carnosas, redondeadas o subcordadas en la base; los margenes foliares son, con
frecuencia, ondulados; las primeras hojas (externas) generalmente son panduriformes. La
inflorescencia es laxa, con ramas divaricadas, arqueadas o flexuosas; las inferiores a veces
son ramosas; las piezas externas del perianto fructifero miden entre 1,5 a 2 mm con valvas
de ovado-triangulares u ovado-oblongas a ovado-orbiculares, gruesas, y con nervadura
muy gruesa y prominente. Frutos secos, monospermos, nucciformes, de 2 a 3,5 mm y
color pardo-rojizo oscuro (Lépez Gonzalez in Flora ibérica, vol. 2, 1990; Tardio et al., 2002).
Segun los estudios etnobotanicos realizados sobre la romaza en Espafia (Comunidad de
Madrid y la zona de Zamora y Salamanca), para uso culinario, se emplean sus hojas basales
gue se consumen cocinadas en diferentes guisos con otros vegetales, sopas, como

condimento en salsas, etc. (Gonzalez et al., 2010; Tardio et al., 2002, 2010).

Figura 5.1.16.- Rumex pulcher (autor: J. Tardio)
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Materiales y métodos

Familia Portulacaceae

Montia fontana L.

Hierba anual o vivaz de habitat anfibio, con tallos generalmente de 5 a 50 cm, ramificados
en los nudos inferiores y con ramas muy delgadas. Sus hojas miden 3-20 x 1,5-6,5 mm, son
uninervias, oblongo-espatuladas o linear-espatuladas, de ordinario redondeadas en el
apice, atenuadas en la base y con margen hialino. Las inflorescencias son cimas terminales
y laterales con flores muy pequefias, de color blanco y reunidas en grupos terminales o
laterales; la flor consta de 3 sépalos de 0,75-1 mm de longitud, ovados u ovado-
orbiculares, redondeados en el dpice, persistentes; corola de 5 pétalos, desiguales, 1,6-2 x
0,4-0,5 mm, ovados, unidos en la base formando un tubo de 0,25 mm y redondeados en el
apice. El fruto es una capsula subglobosa de 1,5-2 mm de didmetro (Paiva & Villanueva in

Flora ibérica, vol. 2, 1990; Tardio et al., 2002).

Se consumen los tallos tiernos con hojas de esta especie, tanto crudas, en ensalada, como
cocinada en guisos (Tardio et al., 2002; Carvalho y Morales, 2010). Desde el punto de vista
medicinal, se emplea por sus propiedades diuréticas y antirreumaticas (Carvalho vy

Morales, 2010).

Figura 5.1.17.- Montia fontana (autor: M. Molina)
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Materiales y métodos

Familia Chenopodiaceae

Beta maritima L.

Hierba perenne, anual, glabra o ligeramente hirsuta. Tallos de 20 a 80 cm, ramificados, a
veces desde la base, postrados o erectos. Hojas de 3-12 x 1,5-8 cm, ovado-rémbicas o
lanceoladas, cuneadas; las hojas inferiores estan claramente pecioladas y presentan el
margen algo crespo; las superiores son pequefias y subsésiles. Su inflorescencia es
espiciforme, a veces muy ramificada, constituida por glomérulos axilares de 1-8 flores;
bracteas floriferas lanceoladas o lineares, menores que los glomérulos e incluso poco
perceptibles hacia el dpice. Las flores son muy pequefas, de 1,5-3 mm de diametro, con 5
tépalos verdosos o rojizos, con margen escarioso estrecho, aquillado y de apice incurvo

(Gutiérrez Bustillo in Flora ibérica, vol. 2, 1990; Tardio et al., 2002).

La mayoria de los estudios etnobotanicos sobre la acelga silvestres han sido realizados en
Italia, seguido de en Espafia Unicamente encontramos estudios en la Comunidad de
Madrid, Zamora/Salamanca y en Granada, y Chipre, en ambos paises tradicionalmente se
consumen sus hojas basales cocinada, en tortilla o como ingrediente en la “minestra”, en
el caso de ltalia, otro de lo usos aplicados a ésta especie desde el punto de vista de la
medicina tradicional, empleandose en el tratamiento de problemas digestivos, dolor de
garganta, quemaduras y abscesos, asi como en el tratamiento de la anemia (Pieroni et al.,
2002a,b; Scherrer et al., 2005; Guarrera et al., 2005; Gonzalez-Tejero et al., 2008; Gonzalez
et al., 2010; Benitez, 2010; Tardio et al., 2002, 2010).

Figura 5.1.18.- Beta maritima (autor: J. Tardio)
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Materiales y métodos

Familia Apiaceae

Apium nodiflorum (L.) Lag.

Planta herbacea perenne, glabra. Tallos de hasta de 100 cm de longitud, con nudos
inferiores postrados y enraizantes, pero erectos en el resto, finamente asurcados. Hojas
compuestas, imparipinnadas, con 3 a 13 segmentos sésiles, de 0,3-10 cm, lanceolados u
ovados, serrados o crenados, a menudo algo lobados. Las flores son diminutas con pétalos
blanquecinos, agrupadas en umbelas compuestas, y opuestas a las hojas, con 3 a 15 radios
de 0,3-2 cm, subiguales, y con pedunculos de 1 a 8 mm, mucho mds cortos que los radios.
Sus umbélulas forman radios de 1 a 2 mm en la fructificacién y presentan de 5 a 7

bractedlas (Knees in Flora ibérica, Vol. 10, 2003; Tardio et al., 2002).

Para el uso alimentario y gastrondmico de esta especie, se emplean sus hojas basales

crudas en ensaladas (Tardio et al., 2006).

Figura 5.1.19.- Apium nodiflorum (autor: M. Molina)
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Materiales y métodos

Foeniculum vulgare Mill.

Planta vivaz, perenne, aromatica, de olor y sabor anisado, cuyos tallos de 50 a 250 cm, son
erectos, estriados, sdélidos, ramificados en la mitad superior, glaucos, glabros y sin restos
fibrosos en la base. Sus hojas basales y medias miden entre 10x35 cm, 3 a 4-pinnatisectas,
de contorno triangular, pecioladas, glabras, ampliamente divididas, con divisiones de
ultimo orden 5-40 x 0,3-0,6 mm, lineares; las hojas superiores se reducen a un pequefio
apéndice mas corto que la vaina y son glabras. Sus flores son minusculas de color amarillo,
en umbelas compuestas terminales y laterales, con 2 a 44 radios de 2-7,5 cm, desiguales y
glabros, que constan de 12 a 40 radios de 2 a 10 mm, glabros. Los frutos, de 3-9 x 2-2,5

mm, son ovoides y glabros (Aedo in Flora ibérica, Vol. 10, 2003; Tardio et al., 2002).

Del hinojo se puede consumir tanto sus hojas y tallos (parte aérea) como sus semillas,
tanto de forma cruda, aperitivos y en ensaladas, como previamente cocinado, formando
parte de diferentes guisos italianos como “risotto”, “minestra”, pastel “castagneccio”
(semillas), “pasnoti” y “gattatin”, asi como aromatizante en el aceite de oliva, diferentes
licores y tés. Desde el punto de vista medicinal, se puede emplear frente a problemas
gastrointestinales, en forma de infusiéon, como sedante, empledndose la parte apical de los
tallos, asi como en problemas dermatoldgicos, respiratorios y mentales (Pieroni et al.,
2002; Viegi et al., 2003; Scherrer et al., 2005; Pardo-de-Santayana, 2007; Gonzalez-Tejero,
2008; Conforti et al., 2009; Cornara et al., 2009; Carvalho y Morales, 2010; Gonzdlez et al.,
2010; Tardio et al., 2002, 2010).

Figura 5.1.20.- Foeniculum vulgare (autor: M. Molina)
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6. METODOLOGIA ANALITICA






Materiales y métodos

Como se ha indicado anteriormente, de cada una de las muestras analizadas se
recolectaron al menos 500 gramos de porcidn comestible a partir de al menos 25

individuos distintos, escogidos al azar en cada temporada y zona de muestreo.

Las plantas recién recolectadas se limpiaron “in situ” en la forma habitual separando la
parte comestible (en el caso de Scolymus hispanicus y Silybum marianum, se pelaron
convenientemente, dejando sélo la vaina comestible). Que se transportd en un plazo de
tiempo inferior a 24 h, y manteniendo la cadena de frio al laboratorio de anilisis, donde se
procedid a la trituracién y homogeneizacidn de las mismas en estado fresco. Una parte del
producto homogeneizado se empled para las determinaciones fisico-quimicas (humedad,
pH y acidez titulable), asi como la vitamina C en sus dos formas activas (acido ascorbico y

acido dehidroascorbico).

Por otro lado, parte del producto fresco se sometié a liofilizacidn, protegido de la luz para
asegurar su conservacion durante el periodo de tiempo necesario para completar todos
los andlisis. Las muestras liofilizadas se trituraron y homogeneizaron guarddndose en
recipientes herméticos en oscuridad, y a -209C para evitar la alteracion del producto. A
partir de estos productos liofilizados, se prepard una muestra compuesta de cada especie,
conteniendo cantidades iguales del material de cada afio y de cada una de las localidades

sujetas al estudio, empleadas en algunas de las determinaciones.
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Figura 6.1.- Esquema del plan de trabajo



Materiales y métodos

6.1. Humedad

Se determind por desecacion en estufa a 105 2C (984.25-A0AC, 2005): se pesaron 5 g de
muestra fresca en cdpsulas previamente desecadas y taradas, y se llevé a estufa de
desecacion a 105 2C, durante 6 - 7 horas, hasta la total eliminacion del agua presente en la
muestra (pesada constante). El contenido de agua en las muestras objeto de estudio se

calculé mediante la siguiente ecuacidn:

Humedad (g/100g) = [(P’—P"") / (P’ — P)] x 100

Donde:

P =Peso (g) de la capsula vacia.
P* = Peso (g) de la cdpsula + muestra fresca.

P”" = Peso (g) de la capsula + muestra desecada.

6.2. pH

Se llevé a cabo la medida potenciométrica en pHmetro modelo MicropH-2000 (Crison
Instruments). El equipo se ajusté con las disoluciones tampdn de pH 4y 7 a la temperatura
de trabajo; a continuacidn se efectud la lectura del pH de la muestra. Para ello se tomd
una cantidad de unos 5 g de muestra homogeneizada y se diluyé con 50 ml de agua; se
mezclé y se dejé reposar 10 minutos para medir a continuacién el pH (981.12 A.0.A.C,,

2005).
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Materiales y métodos

6.3. Acidez titulable

Se valord de la acidez debida a los acidos presentes en la muestra por volumetria acido-
base (942.15-A.0.A.C., 2005). A partir de la mezcla preparada para medir el pH (5g de
muestra homogeneizada diluidos con agua destilada) se neutralizé la acidez con NaOH
N/10 de factor conocido, valorando por potenciometria hasta pH de 8,1. La acidez se
expresé como ml de NaOH 0,1N necesarios para neutralizar los acidos presentes en 100 g

muestra fresca.

6.4. Determinacion del contenido de vitamina C y acidos organicos

La vitamina C puede presentarse en los alimentos en forma de 4cido L-ascérbico (AA) 6 en
su forma oxidada, como &acido dehidro L-ascérbico (ADHA), con la misma actividad
vitaminica (Garad, 1970). En las muestras seleccionadas, se llevé a cabo la determinacion
tanto del acido ascérbico como de la vitamina C total, calculdandose por diferencia el
contenido de acido dehidroascérbico. En estudios relacionados con la vitamina C, muy a
menudo sdélo se hace referencia al contenido de AA, con la consiguiente subestimacién de
la actividad total de vitamina C; o bien al contenido global de la vitamina C, sin tener por
tanto informacién sobre la distribucién de ambas formas (AA y ADHA). La determinacion
por separado de AA y DHAA en los alimentos proporciona informacidn completa sobre el
perfil de la vitamina C, teniendo en cuenta que la forma reducida de la vitamina C (AA) es
la forma mas estable en los tejidos bioldgicos, y a la que se le atribuye los efectos

antioxidantes (Schaffer et al., 2005; Vardavas et al., 2006b).

En las muestras, se llevd a cabo la extraccion de la vitamina C en medio 4cido y posterior
separacion del acido ascorbico por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en fase
reversa con deteccion UV (Vazquez et al., 1994; Sanchez-Mata et al., 2000). Dado que el
ADHA, prdacticamente no absorbe en el UV, para su cuantificacién por esta técnica, es

necesario la reduccidon del ADHA a AA, utilizandose para ello diversos agentes reductores,
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como L-cisteina (Arella et al., 1997), homocisteina (Petersen y Berends, 1993), ditiotreitol
(Esteve et al., 1997), u otros compuestos con grupos tioles. En el presente trabajo se
escogid la L-cisteina como agente reductor del ADHA, por su rapidez y eficacia de

reduccion, llevandose asi a cabo la determinacién de la vitamina C total.

El método empleado para la extraccidén y determinacién de la vitamina C se muestra en el

esquema siguiente (esquema 1).

Esquema 1.- Extraccion y determinacion de vitamina C (AA) y dcidos orgdnicos (AO)

5 g de muestra fresca y homogeneizada + 25 ml de acido metafosférico al 4,5 %
15 minutos de agitacién magnética, en oscuridad

Filtrar a través de papel Whatman

v

Extracto en dcido metafosfdrico

|
\

Determinacion de ADHA + AA Determinacion de AA

y de acidos organicos
5 ml de extracto de dcido
+2,5 ml de L-Cys al 2,5% en agua Filtracion (0,45 y; Millex)
Ajustar a pH 7 con HK,PO4 20% Inyeccién HPLC- UV

v

Mantener 5 minutos

v

Ajustar a pH 3 con acido metafosférico al 20%

Completar a volumen total de 25 ml

v

Filtracion (0,45 p; Millex)
Inyeccién HPLC — UV
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A la cantidad de AA obtenido tras la reduccién con L-cisteina, es decir al valor que
representa el contenido total de Vitamina C (AA y ADHA) se restdé la cantidad de AA
presente de forma natural en la muestra, obteniéndose con ello, por diferencia, el dato

correspondiente a la cantidad de ADHA presente en las muestras vegetales estudiadas.

Tabla 6.4.1.- Equipo y condiciones cromatograficas para la determinacién de AA, ADHA y

AO
Equipo cromatografico para la determinacion del AA, ADHA y AO:
e Bomba isocratica: Mod. PU Il (SMI).
e Inyector automatico: Jasco.mod AS-1555.
e Columna Sphereclone ODS (2), 5 um; 4,6 x 300 mm (Phenomenex, Torrance, CA, U.S.A.).
e Detector: UV-visible detector (Thermo Separation Spectra Series UV100).
e Software: Cromanec XP (Micronec, Spain).
Condiciones cromatograficas AA y ADHA Condiciones cromatograficas AO
e Fase movil: H,SO,; 1,8 mM, pH de 2,5 a 2,6. e Fase movil: H,SO, 1,8 mM, pH de 2,5 a 2,6.
*  Flujo: 0,9 ml/min. e Flujo: 0,4 ml/min.
e Longitud de onda de trabajo: 245 nm. e Longitud de onda de trabajo: 215 nm.
e Temperatura: Ambiente. e Temperatura: Ambiente.

La figura 6.4.1 muestra el perfil cromatografico y la recta de calibrado de una solucién

patrén de vitamina C, observandose el pico del AA a un tiempo de 4,50 minutos.
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La cuantificaciéon del acido ascérbico presente en las muestras se realizé comparando las
areas obtenidas para las muestras analizadas con las obtenidas a partir de la recta patrén

preparada diariamente.

La recta de calibrado se preparé diariamente a partir de una disolucién madre de acido
ascérbico en acido metafosférico con una concentracion de 1 mg/ml, dada la gran
variabilidad del contenido de AA en las muestras problema se realizaron varias rectas con
diferentes rangos de concentraciones, entre concentraciones finales de entre 10 a 200

pg/ml (figura 6.1.1).

Recta de calibrado AA:

e Rango de concentraciones:
10 a 200 pg/ml.

e Ecuacién:y=111,98 + 74,88

e r:0,999

e R%:99,998%

® DE ordenada origen: 4,85

® DE pendiente: 0,12

Figura 6.4.1.- Perfil cromatografico de solucion patron de vitamina C y recta de calibrado del patrén de
vitamina C (AA)

DE (Desviacidon estandar).

Respecto a los acidos orgdnicos, a partir de la informacion bibliografica consultada, sobre
las posibles rutas metabdlicas de los vegetales (ciclo de Krebs, ciclo del acido citrico y el
del acido sikimico), se estudio la posible presencia de los siguientes acidos organicos en las

muestras, mediante el analisis de soluciones de patrones externos:
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Tabla 6.4.2.- Relacién de acidos organicos estudiados y sus correspondientes tiempos de

retencion en las condiciones cromatograficas aplicadas

Acido Organico  Tiempos de retencién (min)

Acido oxalico 5,90
Acido glutamico 6,66
Acido tartarico 7,12
Acido oxalacético 7,32
Acido quinico 7,43
Acido malico 8,72
Acido isocitrico 9,44
Acido sikimico 9,45
Acido maldnico 9,46
Acido salicilico 9,49
Acido ascérbico 9,57
Acido oxoglutarico 9,93
Acido keto-glutarico 10,00
Acido pyro-glutarico 16,44
Acido citrico 17,78
Acido fumérico 18,93
Acido succinico 19,84
Acido gélico 40,99
Acido glutdmico 41,84

En las condiciones de andlisis, se pudieron identificar y cuantificar en las muestras
analizadas los siguientes acido orgdnicos: acido oxdlico, acido glutamico, acido malico,
acido ascérbico, acido citrico, acido fumarico y el acido succinico. La figura 6.4.2 muestra
el perfil cromatografico de una solucién patrén multiple y las rectas de calibracién de los

acidos organicos estudiados.
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Perfil cromatografico patron miultiple AO

Acido oxalico (Ox), Acido malico (Mal), Acido
citrico (Cit)y Acido fumarico (Fum).

Recta de calibrado

acido oxalico:

Recta de calibrado

acido glutamico:

Recta de calibrado

acido malico:

Recta de calibrado

acido citrico:

Recta de calibrado

acido fumarico:

Recta de calibrado acido

succinico:

Rango de concentraciones:

Ecuacion:

r:
R%:

DE ordenada origen:

DE pendiente:

20a 120 pg/ml

Y =218,51x + 366,98
0,9984
99,84%

635,71
8,65

20 a 120 pg/ml

y =374,36x + 21,50
0,99981
99,98%

34,33
0,42

20 a 120 pg/ml

Y =248,28x + 41,33
0,9981

99,81%
98,04
1,33

20a 120 pg/ml

Y =187,89x + 57,49
0,9998
99,98%

71,55
1,15

20a 120 pg/ml

Y=188,28 + 39,67
0,9987
99,87%

78,44
1,06

20 a 120 pg/ml

Y=687,27 + 115,60
0,9975
99,75%

280,21
4,50

Figura 6.4.2.- Rectas de calibracion de los acidos organicos identificados en las muestras problema (DE: desviacion estandar)
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6.5.- Determinacion de acido félico y folatos: Vitamina B,

La determinacidn del acido félico y folatos en los alimentos es muy compleja, debido al
amplio grupo de compuestos que se engloban bajo este nombre. Los distintos folatos se
diferencian entre si por el anillo de pteridina, que puede presentar varios tipos de
sustituciones y en varios estados de oxidaciéon. A su vez, en el residuo de p-
aminobenzoglutamato, puede presentar un nimero variable de restos de glutamato
unidos mediante enlace peptidico; los mas frecuentes en los alimentos son los mono-, di-,

penta- y hexaglutamatos (Scott, 1999; Varela, 1999).

Figura 6.5.1.- Estructura del acido félico (A) y sus derivados (B) (FAO, 2001)

Dependiendo de la muestra, asi como de la naturaleza y el propdsito del ensayo, los
métodos de analisis para el acido fdlico y sus andlogos se pueden agrupar en

determinaciones bioldgicas, microbioldgicas, cromatograficos y quimicas (cuadro 6.5.1).
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Cuadro 6.5.1.- Ventajas y desventajas de los diferentes métodos para la determinaciéon de

folatos (Arcot y Shrestha, 2005)

Método Ventajas Limitaciones

Bajo coste, respuesta similar para
No especifico, interferencias de otros
todos los isémeros (folatos); gran
Microbioldgicos compuestos; requiere instalaciones
sensibilidad (concentraciones
adecuadas.
inferiores a nanogramos).

Elevado coste de equipos, patrones de

Gran especificidad, permite los diferentes isdmeros (folatos).
HPLC identificacién de todos los isémeros | Gran complejidad de preparacion de
(folatos) de forma independiente. las muestras, requiere purificacion por

SPE/SAX o FBP.

Posible variacion de resultados en
funcidn del Kit empleado, corta vida
Rapidez, relativamente barato, gran media de los kits, no permite
Inmunoensayos
especificidad. cuantificar poliglutamatos, respuesta
individual para monoglutamatos puede

variar.

Aungue los métodos microbiolégicos, que miden la cantidad de folato presente en las
muestras en funcién de la velocidad de crecimiento microbiano, han sido muy empleados
en el pasado, en la actualidad ha caido en desuso debido a su baja especificidad, ya que el
crecimiento microbiano también puede verse estimulado o inhibido por otras sustancias

diferentes al acido fdlico (Arcot y Shrestha, 2005).

Actualmente se emplean preferentemente los métodos cromatograficos (HPLC), pero a su
vez existen diferentes modalidades en funcion del equipo disponible (HPLC-Diod Array;
HPLC-Fluorescencia; HPLC-UV y/o LC-espectrofotometria de Masas), de los compuestos a
objeto de estudio y del propdsito del ensayo. Mediante estas técnicas cromatograficas se

pueden separar y analizar las diferentes formas del dacido félico presentes en los
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alimentos, de modo que se pueden cuantificar los distintos derivados del dcido
pteroilglutamico (5-MTHF; 5,10-MTHF; 5-CHOTHF; 5,10-CHOTHF), generalmente en forma
de monoglutamatos; o bien analizarse una Unica forma, normalmente el 5SMTHF, con
diferencia del numero de glutamatos (mono-; di-; etc). Para ello serd necesario el
tratamiento enzimatico que permita la hidrélisis de los poliglutamatos presentes en el
alimento en mono o diglutamatos, asi como la trasformacion de todas las formas
reducidas en un Unico compuesto (derivatizacién). Por lo que los métodos previos de
preparacion de la muestra, seran diferentes en funcidn de las formas de folatos que se

desee evaluar.

Se trata, por tanto de métodos analiticos de gran complejidad, y con muchas variantes,

como puede comprobarse en el Cuadro 6.5.2.
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Cuadro 6.5.2a.- Revision bibliografica de la metodologia determinacion del acido félico y sus folatos

Compuestos Extraccion Deconjugacion Purificacion Fase Movil Gradiente Columna Detector Tiempo de retencion Referencia
PE/SAX;
Tri-enzimatico: a - S /SA),(' Tampon fosfato 100% 5min;
Tampon fosfato 0,1 M; | amilasa + Proteasa Eluyente: tampén fosfato 33mM (pH 80/20 20min; 70/30 5 Adsorbosphere
SMTHF P T : 0,1M + NaCl 1M + ACN 25% + P g P FL SMTHF (21 min) Phillips et al., 2005
pH 6,0 + deconjugasa 2,2)/ACN; min; HSC18
(suero de rata) 2mercapto-etanol 10 mM + Flujo: 0,8 ml/min 100% 10min
AA 10 mM; pH 6 i o
Tampdn potasico 0,1M + Plasma de rata o SPE/SAX Tampén fosfato 99/1 isoc 5 min
THF, Mercaptoetanol 10mM lasma humano Eluyente: tampdn fosfato 0,1 3(me (pH 80/20 grad 20 min Adsorbosphere FL THF (20 min) Doherty et al.. 2003
5-MTHF +AA 10mM + 10 mg/L P M + NaCl 1M en 250 ml/I 5 2)/AC'L 60/40 grad 5 min 99/1 C18 HS 5-MTHF (15min) yetal,
Azida sddica. pH 6 ACN; pH®6, ! isoc 5min
THF; o -amilasa +
SMTHF deconjugasa (suero SPE/SAX; Tampon fosfato ZOLZT:;E; 8 FL Holte Stea et al., 2006
Tampén fosfato + 1% AA de rata) Eluyente acetato sodico : 0,1 30mM (pH 94/6 isoc 5 min; THF (15min), SMTHF
THF; +0,1%BAL; pH6,1 Tri-enzimético: a - mol/l + NaCl 10% + AA 1% + 2,3)/ACN; 75/25 grad 20 min Thermo Electron- (16min)
SMTHF; 5CHO-THF; ’ ’ ’ ; : 2,3 dimercapto-1-propanol - I' . X FL; UV; PDA; ’
amilasa + Proteasa 19% (BAL Flujo: 0,4 ml/min Corporation Johansson et al., 2008
10CHO-THF 0,1% (BAL) ) LC-Mass
+ Suero de Rata AquasilC18 column
ACN/ tampon 90/10 |soc4m|_n; . THE: 9 Min _
) . 30mM; 76/24 grad 8 min Shandon Hypersil 5-MTHEF: 11min Vahteristo et al.,
THF Tampdn fosfato K,HPO, _Reconjugasa: SPE/SAX; pH2,2; 76/24 isoc 3 min; oDS FL (240nm- = ) 1996a
5-MTHF (75 mM) + AA52mM + | Rifidn de cerdo pH Eluyente: h{acl (10%) + Flujo: 0,8 mi/min 90/10 356nm); 5-CHO-THF: 12 min
5-CHO-THF 0,1% 2-mercaptoetanol; 4,9 acetato sddico (1%)
pH 6 91/9 grad isoc UV {230 nm) THF: 20min Vahteristo et al
Flujo: 0,5 ml/min 75/25 grad 14 min Spherisorb ODS 5-MTHF: 22,5min 1996b v
g 5-CHO-THF: 26 min
Tampdn fosfato 0,1 M + SPE/SAX Tampon fosfato . THF (16min),
THF Lich 100 RP-
SMTH,F AA 2% + 2- Deconjugasa: Rifion | Eluyente: acetato sédico 0,1 33mM (pH 94/6 Isoc 5min; ¢ rosplhse; 00 RP FL 5-MTHF (17min), Jastrebova et al.,
SCHO—Tl—IiF mercaptoethanol 0,1 %. de cerdo mol/l + NaCl 10% + AA 1% + 2,3)/ACN; 75/25 grad 20 min Zorbax SB C8 5CHO-H,-folato 2003
pH=6,1 2mercapto-etanol (0,1%) Flujo: 0,4 ml/min (22min)
T on f
THF, Seguin Vahteristo, et al Deconjugasa: Rifion SPE/SAX; amgzr:nl\c;ffato 90/10 4min isoc; Tracer Extrasil THF (Smin), Rodriguez-Bernardo
SMTHE, g oot ) - djegcerd'o Eluyente: acetato sddico 0,1 (pH2,2)/ACN; 85/15 8 min grad; 0DS2; Precolumna: FL S5MTHF (6min), 5CHO- de Quﬁ'os ctal. 2004
5CHO-THF M + NaCL (10%) + AA 1% p ! 8 90/10 3min TR-C160-1 ODS THF (8min) v
Flujo: 0,8 ml/min
Tampon HPE Tri-enzimatico:
THF; 5SMTHF, ampon HPES (50 " en2|_mat|co Columnas de afinidad con , . . THF (27 min); SMTHF
5-CHO-THE: mmol/l), CHES o -amilasa + FBP; Eluyente: 1 M piperacina Tampdn fosfato 33 95/5 isoc 8 min; Phenomenex (21,1 min);
’ 9 ’ : 2 N; 2,5/1 2 4 ’ i .
10-CHO-THF; (Sn(:::;‘;'t/ 2; ::, |21%+ dzrc‘lt;i:a:a +AAD,2% +2- mﬂNL j(g‘Hl me’l)/rﬁlcn | 82s angrad > Ultremex C18 PDA 10-CHO-THF (21,9); 5- | Preifferetal, 1997
PteDiglutamato mmol/l; pH 7,85 (suero de rata) mercaptoetanol 10mM CHO-THF (84,7 min).
Tri-enzimatico:
THF a -amilasa + Columna de afinidad con Tampén fosfato 100/100 isoc;
SMTHF (1-8) Tampdn fosfato 100mM Proteasa + FBPs; Eluyente: 3_; M (pH 90/10 15min; Lichrospher 100 RP- 5-MTHF-Glu (20 min);
10-CHO-PteGlu + AA 1%; deconjugasa (Suero trifluoroacetico 20 mM + ) 2)/ACnl;11' FIS’O' 08 80/20 5min grad; 18 endcapped FL 5-MTHF-Glu, (16,5 Ndaw et al., 2001
5-CHO-H,PteGlu pH 7 de Rata o rifién de ditioeritritol 20 mM + AA ’ ml/’minj o 80/20 isoc 5 min; precolumna: RP 18 min)

PteGlu

cerdo o pancreas
de pollo)

(25%) + KOH (600 g/1)

100/100 isoc 20 min




Materiales y métodos

En el presente trabajo se ha seleccionado el método de HPLC-FL para la determinacidn de
acido folico y folatos en las plantas objeto de estudio, por su sensibilidad y especificidad.
Por todo lo anteriormente expuesto, la determinacion de acido félico en los alimentos por

HPLC-FL debe incluir las siguientes fases:

Esquema 2.- Fases del proceso determinacion dcido félico en alimentos

[ Extraccion ]

\]

[ Tratamiento enzimatico ]

v

[ Derivatizacion ]
[ Purificacién ]
[ HPLC-FL ]

6.5.1.- Proceso de extraccion

Segun los trabajos de otros autores, se probaron diferentes tampones para optimizar las

condiciones de extraccion:

- Tampdn fosfato (NaH,P0O4x2H,0), 100 mM, a pH 4,4
- Tampon fosfato (Na;HPO4x2H,0),100 mM, a pH 7
- Triz-Buffer, 66 mM, a pH 7,8.

Del mismo modo, se estudiaron diferentes temperaturas de extraccién (372, 802 y 1002 C).

Se Comprobd que los mayores rendimientos de extraccion se obtenian mediante el
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tampodn fosfato de pH 7, a 802C. Esta temperatura permitié desnaturalizar las proteinas y
romper los sistemas celulares liberando los folatos. Se prefirié el empleo de pH neutro
dado que se ha descrito que los pH acidos conjuntamente con el tratamiento térmico
pueden degradar los folatos presentes en los alimentos (Quinlivan et al., 2006).

Asi, la extraccidn de los pteroil-poliglutamatos se realizé segln el siguiente esquema.

Esquema 3.- Proceso de extraccion de folatos
0,8 g muestra liofilizada + 25 ml tampdn fosfato 100 mM (pH 7)

v

Incubacién a 802C durante 15 min.

v

Centrifugacién 7000 rpm (15 min)
6.5.2.-Tratamiento enzimatico

Tal y como se ha indicado anteriormente, la preparacidn y tratamiento de las muestras
estd condicionada por el tipo de compuesto que se desee analizar, si se desea evaluar las
diferentes formas de reduccidn en las que se puede presentar los folatos (figura 6.5.1),
dejando fijo el nimero de glutamatos unidos a la molécula, serd necesario aplicar un
tratamiento enzimatico a las muestras para hidrolizar los diferentes poliglutamatos

presentes en los alimentos hasta monoglutamatos y/o diglutamatos.

Para la deconjugacidn de los diferentes poliglutamatos existen dos tipos de deconjugasas

(Quinlivan et al., 2006):

- Exopeptidasas: Unicamente hidrolizan los glutamatos terminales, dando lugar a
monoglutamatos como producto final, como es el caso de las enzimas de suero de

rata, plasma humano y el rifién de cerdo.
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- Endopeptidasas: hidrolizan enlaces entre glutamatos internos, dando lugar a

diglutamatos, como es el caso de la deconjugasa del pancreas de pollo.

El rendimiento de la reaccién no es el mismo para ambos sistemas, estando muy
condicionado por el pH del medio, de modo que el pH éptimo para pteroilpoli-y-glutamato
hidrolasa del plasma humano y del rifidn de cerdo es 4,5, mientras que para el pancreas
de pollo en tampdén fosfato es de 7 a 7,5 y para el suero de rata de 6,2 a 7,4. El
rendimiento del proceso de deconjugacién llevado a cabo por las enzimas del rifidn de
cerdo es muy inferior al de los otros sistemas enzimaticos, de modo que del suero de rata
y del pancreas de pollo en condiciones dptimas presentan un 98% y 86% de eficacia,
respectivamente, frente al 55% que presenta la (de)conjugasa del rifién de cerdo (Ndaw et
al., 2001). La deconjugasa del pancreas de pollo Unicamente hidroliza de poliglutamatos (n
1->8) hasta diglutamatos (n2), mientras que la de suero de rata realiza la hidrdlisis hasta
monoglutamatos, y dado que en los vegetales los folatos se acumulan en forma de pteroil-
poliglutamatos, en el presente estudio se optdé por el uso combinado de dos sistemas
enzimaticos: el suero de rata y el pancreas de pollo, para obtener una hidrdlisis completa
de todas la formas de folatos presentes en las muestras, hasta monoglutamatos y
diglutamatos.

En el método de hidrélisis aplicado en este trabajo, una alicuota de 5 ml del sobrenadante
obtenido del proceso de extraccidn se incubd durante 3 horas a 372C en agitacidon con 500
ul de suero de rata (Sigma-Aldrich) y 1 ml de solucién de pancreas de pollo (Pel Freeze,

Arkansas) 1 mg/ml, p:v en agua).

6.5.3.- Proceso de derivatizacion

El proceso de derivatizacidén se emplea para transformar las diferentes formas en las que

se puede presentar el acido félico en los alimentos (10-CHO-THF; 5-CHO-THF; 5,10-

metilenTHF, etc.) en 5-Metil-Tetrahidrofélico. En el presente estudio se empled el
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procedimiento de derivatizacion a 5-Metil-Tetrahidrofélico (Mono y diglutamato)

recomendado por (Ndaw et al., 2001).

Esquema 4.- Proceso de derivatizacion aplicado
5 ml de extracto deconjugado (en tampdn fosfato 100mM, pH 7)
+ 15 ml Tris-Buffer 66 mM (pH 7,8)
+ 1ml 2-octanol

+10 ml NaBH;32 mM

v

Agitar y reposo 10 minutos

Ajustar el pH a 7,4 con ACH 5M

v

Adicionar 80 ul formaldehido 37%

v

Homogeneizar durante 1 min

v

Adicionar 10 ml NaBH; 32 mM

v

Ajustar el pH <1 con HCI 37%

Reposo 10 minutos

v

Ajustar pH a 5 con NaOH 5M

Reposo 20 minutos

v

Enrasar a 50 ml Tris-Buffer 66 mM (pH 7,8)
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En dicho proceso, se emplea el NaBH,; como agente reductor, inicialmente para reducir el
doble enlace en posicidon Cgy posteriormente tras el proceso de metilacién en posicién Cs;
el proceso de metilaciéon tiene lugar en la posicion C3 empleandose para ello el

formaldehido. El octanol se emplea para evitar la formacién excesiva de espuma.

6.5.4.- Proceso de purificacion

El proceso de purificacion tiene como objetivo separar selectivamente las diferentes
especies de folatos, aislandolas del resto de componentes presentes en las muestras que
pudieran interferir en la determinacidon de los mismos. Para ello se pueden emplear
columnas que contienen la proteina especifica (FBPs) a la que se unen selectivamente las
distintas especies del acido félico (Ndaw, et al., 2001), o cartuchos de extraccion en fase
solida (SPE) de intercambio anidnico fuerte (SAX) (Vahteristo, 1996a; Vahteristo, 1996b;
Jastrebova et al.,, 2003; Rodriguez-Bernardo et al., 2004; Phillips et al., 2005). En el
presente trabajo se optd por el uso de un sistema SPE/SAX probando diferentes eluyentes,

propuestos por Ndaw et al. (2001) y Jastrebova et al. (2003):

- Eluyente A: 20 mM 4cido trifluoroacetico + 20 mM ditioeritritol + AA (25%) + KOH
(600 g/1)
- Eluyente B: 0,1 mol/l acetato sddico + NaCl 10% en agua (p/v) + AA 1% en agua (p/v)

Se comprobd la eficacia de recuperacién de los folatos retenidos en el cartucho SAX,
mediante ensayo con patrones, en el cual se observd que dicha eficacia del proceso
cuando se usa el eluyente A fue un 50,7% menor que para el eluyente B, por lo que se

selecciond este uUltimo (B) para el andlisis de las muestras.

Asi, en el presente trabajo se emplearon cartuchos SAX (Scharlab) previamente activados
con 5 ml de metanol y 5 ml de agua destilada a un flujo de 2 ml/min (Jastrebova et al.,

2003). Una vez acondicionado el cartucho, se hizo pasar una alicuota de 10 ml de muestra
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derivatizada a través del cartucho, a un flujo de 1 ml/min aproximadamente.
Posteriormente se adicionaron 5 ml de agua destilada para arrastrar las posibles
impurezas. Los folatos retenidos fueron eluidos con 5 ml de eluyente (solucién B) a un

flujo de 1 ml/min.

El extracto obtenido se filtro a través de una membrana de PVDF de 0,45 um de didmetro

de poro, previo a su inyeccion en HPLC-FL.

6.5.5.- Cromatografia

El acido félico (dcido pteroilglutdmico) y sus respectivos poliglutamatos (n 1->8) fueron
caracterizados en las muestras de estudio mediante HPLC-Fluorescencia, empledandose dos

patrones comerciales de folatos :

- 5-MTHF-monoglutamato (Schircks laboratories; ref. 16252).

- Acido pteroil-diglutamito (Schircks laboratories; ref. 16235).

Para comprobar las propiedades fisico-quimicas y condiciones dptimas de absorbancia y
emisién de fluorescencia de ambos patrones, se evaluaron tanto por HPLC-UV como por
HPLC-FL, comprobandose que la emisién de fluorescencia se debe al grupo metilo en
posicién 5 del acido pteroil glutdmico (5-metil-pteroilglutdémico). Se comprobdé que el
patrén comercial del acido pteroil diglutdmico no emite fluorescencia, ni tampoco sus
poliglutamatos (n1->8), siendo necesario derivatizarlo previa para obtener el

correspondiente compuesto fluorescente (acido 5-Metil-tetrahidrofdlico).
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Para conseguir la mejor separacidén y cuantificacion de los patrones seleccionados, se
estudiaron diferentes tampones en la fase moévil, asi como diferentes gradientes. Las

condiciones cromatograficas dptimas fueron las siguientes:

- Fase movil:
0 Eluyente A: Tampédn fosfato Na,HPO,*2H,0, 100 mM; pH 4,4

0 Eluyente B: Acetonitrilo (ACN)

- Gradiente empleado (A/B): 94/6 isocratico 5 min = 94/6 a 75/25 en 10 min = 75/25
isocratico 10 min = 75/25 a 94/6 en 1 seg > 94/6 isocratico, 20 min (para recuperar

condiciones).

Figura 6.5.1.- Esquema del gradiente aplicado al analisis de acido félico y folatos por HPLC-FL. (A)
Eluyente A, (B) Eluyente B

- Flujo: 0,4 ml/min

- A excitacion de 295 nm; A emisidn de 356 nm
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Equipo cromatografico

- Bomba de gradiente: Beta 10 (Ecom).

- Inyector automatico: Jasco. mod AS-1555.

- Columna: Lichrospher 100 RP 18 endcapped (Merck) 250 x 5 mm, 5 L.
- Detector: Fluorescencia (FP-2020 Plus, Jasco).

- Software: Biocrom 2000, version 3.0.
Con estas condiciones se consiguid separar los dos patrones diferentes de folatos,

obteniéndose cromatogramas como los que aparecen en la figura 6.5.2, donde ademas

puede apreciarse la buena linealidad del método aplicado.
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Perfil cromatografico de un patron de SMTHF (mono y diglutamato)

DG MG

5MTHF- Diglutamato 5MTHF- Monoglutamato

Figura 6.5.2.- Perfil cromatografico y rectas de calibrado de patrones de: SMTHF-Monoglutamato y 5MTHF-Diglutamato. 5SMTHF (5 metil

tetrahidrofélico)
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6.6. Determinacion de acidos grasos

El contenido de grasa total se determiné mediante la extraccidon de una cantidad conocida
de muestra liofilizada con éter de petréleo, por el método de Soxhlet, de acuerdo a
procedimiento recomendado por la AOAC (1995). A partir de dicha extraccion etérea se
llevéd a cabo la determinaciéon de los acidos grasos, previo proceso de esterificacidn
(metilacién), de los acidos grasos presentes en el extracto con 5 ml de metanol:acido
sulfarico:tolueno (2:1:1, v:v:v), durante al menos 12 h en un bafio a 50 2 C y 160 rpm.
Posteriormente se adicionaron 3 ml de agua desionizada, para facilitar la separacién de
fases. Los acidos grasos presentes en la fase lipidica se recuperaron adicionando 3 ml de
éter dietilico y posterior agitacion en vortex, y la fase esterificada se pasé por con un vial
de sulfato de sodio anhidro, para eliminar el agua. La muestra se recuperd en un vial de

teflon previa filtracion a través de un filtro Milipore de nylon de 0,2 micras (esquema 5).

Los dacidos grasos se determinaron posteriormente por cromatografia de Gases, con

deteccion de ionizacidon de llama (GC-FID) / columna capilar (ISO 5509:2000; Barros et al.,

2007).
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Esquema 5.- Determinacion de dcidos grasos

Extracto en éter de petréleo

Proceso de esterificacidn
5 ml de metanol : 4cido sulfurico: tolueno 2:1:1 (v: v: v)
durante min 12 h, en bafioa 502 Cy 160 rpm.
Adicién de 3 ml de agua desionizada, + 3 ml de éter dietilico
y homogenizacién

v

Extraccién fase superior a un vial con sulfato de sodio anhidro,
Filtrar a través de filtro de nylon de 0,22 um Milipore
Analizar en CG-FID (1 pl)

Equipo y condiciones cromatograficas

e Cromatografo de gases: modelo DANI GC 1000 con un split / splitless y un FID.

e Columna: 30 m x 0,32 mm de didmetro, 0,25 m, 50% phenylmethylpolysiloxane
cianopropilo-metil-50% (Macherey-Nagel, Diren, Alemania).

e Programa de temperatura del horno: temperatura inicial de la columna fue de 50 ¢
C, durante 2 minutos, subida de 10 2 C / min en pista a 240 2 C y se mantuvo
durante 11 min.

e Gas portador (hidrégeno) el caudal fue de 4,0 ml / min (0,61 bar), medido a 502 C,
la inyeccidn de Split (1:40) se llevé a cabo a 2502 C.
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La identificacidn y cuantificacién se realiz6 comparando los tiempos de retencién relativos
con los de un patrén multiple de acidos grasos (FAME- reference standard mixture 37;
standard 47885-U; SIGMA"), cuyas proporciones relativas se recogen en el cuadro 6.6.1, y
su perfil cromatografico en las condiciones utilizadas se puede observar en la figura 6.6.1.
Los picos fueron procesados utilizando el software 1.7 CSWDataApex y los resultados se
expresaron como porcentaje relativo de cada uno de los acidos grasos en las muestras

objeto de estudio.

Figura 6.6.1.- Perfil cromatografico patrén de acidos grasos — FAME (GS-FID)
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Cuadro 6.6.1.- Patrén mezcla de dacidos grasos esterificados empleado como estandar

(FAME- reference standard mixture 37; standard 47885-U)

Compuestos % pt. Compuestos % pt.
1 Metil ester del acido cis-13,16-Docosadienoico 2% 24 Metil myristato 4%
2 Metil ester del acido cis-4,7,10,13,16,19- 2% 25 Metil myristoleato 2%
Docosahexaenoico
3 Metil ester del acido cis-11,14-Eicosadienoico 2% 26 Metil oleato 4%
4 Metil ester del acido cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoico 2% 27 Metil octanoato 4%
5 Metil ester del acido cis-8,11,14-Eicosatrienoico 2% 28 Metil palmitato 6%
6 Metil ester del acido cis-11,14,17-Eicosatrienoico 2% 29 Metil palmitoleato 2%
7 Metil ester del acido cis-11-Eicosenoico 2% 30 Metil pentadecanoato 2%
8 Metil cis-10-heptadecenoato 2% 31 Metil cis-10-pentadecenoato 2%
9 Metil hexanoato 4% 32 Metil estearato 4%
10 Metil y-linolenato 2% 33 Metil tricosanoato 2%
11 Metil araquidato 4% 34 Metil tetracosanoato 4%
12 Metil araquidonato 2% 35 Metil tridecanoato 2%
13 Metil behenato 4% 36 Metil undecanoato 2%
14 Metil butirato 4% 37 Metil cis-15-tetracosenoato 2%
15 Metil decanoato 4%
16 Metil dodecanoato 4%
17 Metil elaidato 2%
18 Metil erucato 2%
19 Metil heneicosanoato 2%
20 Metil heptadecanoato 2%
21 Metil linoleato 2%
22 Metil linolelaidato 2%
23 Metil linolenato 2%
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6.7. Determinacion de Tocoferoles: Vitamina E

El contenido de tocoferoles se determind siguiendo un procedimiento previamente

optimizado y descrito por Barros et al. (2008).

Se realizd una extraccidén en n-hexano, partiendo de 500 mg de muestra liofilizada a al que
se le adiciond 100 pul de solucién de BHT (butilhidroxitolueno) en n-hexano (10 mg/ml) y
250 pl del estandar interno (solucidn de tocol en hexano, 2,0 mg/ml). Posteriormente se

homogenizé con metanol (4 ml), agitando vigorosamente mediante vortex durante 1 min.

Una vez obtenida la solucién de partida, se procedid a la extraccién, adicionando 4 ml de
n-hexano, seguido de homogenizacién durante un minuto. A continuacién se adicionaron
2 ml de solucién saturada de NaCl en agua para favorecer la migracién de los tocoferoles a
la fase lipofila (n-hexano). La mezcla fue homogeneizada durante 1 min y posteriormente
centrifugada a baja temperatura durante 5 minutos a 6185 rpm (Centrifuga refrigerada
Centurién K240R-2003), la capa superior fue transferida cuidadosamente a un vial,
repitiéndose el proceso de extraccién dos veces mas a partir del residuo obtenido tras la
centrifugacion (esquema 6). Todo el proceso se llevd a cabo a baja temperatura y en

recipientes de topacio, para evitar la degradacién de los tocoferoles.

La combinacién de los extractos se llevd a sequedad bajo corriente de nitrégeno para
posteriormente, ser redisueltos en 1 ml de n-hexano deshidratado con sulfato de sodio
anhidro. Se filtro a través de un filtro de 0,22 micras y se transfirié a un vial topacio para

su andlisis por HPLC.
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Esquema 6.- Extraccion y determinacion de tocoferoles en n-hexano
0,5 g de muestra liofilizada + 100 ul de solucion BHT (10 mg/ml en hexano)

+ 250 Ml patrén interno (2,0 pug/ml tocol en hexano)

+ 4 ml metanol frio, homogeneizar en vortex (1 min)

v

+ 4 ml n-hexano frio, homogeneizar en vortex (1 min)

v

+ 2 ml de solucién saturada de NaCl frio
Homogeneizar en vortex (1 min)
Centrifugar (5 min, 6185 rpm)

Extraer la capa superior (hexano)

y transferirla a un vial con sulfato sédico anhidro
Re-extraer el residuo dos veces mas con hexano
y combinar los extractos.

v

Evaporar extractos hasta sequedad con corriente de nitrégeno

v

Redisolver extracto en 1 ml de n-hexano

v

Filtrar a través de filtro LC 0,22 um,
Inyectar en HPLC (10 ().
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Equipo cromatografico
e Bomba isocratica de Smartline 1000 (Knauer, Alemania), con sistema
desgasificador Smartline gerente de 5000.
e Inyector automatico AS-2057
e Columna: poliamida Il (250 x 4,6 mm) de columna de fase normal de YMC Aguas
(Japon)
e Detectores conectados en serie:
O Detector de ultravioleta 2500 UV (Knauer, Alemania): 295 nm
0 Detector de fluorescencia FP-2020 (Jasco, Japdn): A excitacion a 290 nm y A

emisién a 330 nm.

Software: DataApex, 2.4 Software

Condiciones cromatograficas
e Fase movil: n-hexano : acetato de etilo (70:30, v/v)
e Flujo: 1 ml/min
e Temperatura: 302 (horno 7971 R Grace oven)

e Volumen de inyeccién: 10 pl

Las cuatro isoformas (a, B, y y 6-tocoferol) fueron separadas e identificados por HPLC-FL
mediante la comparacion con estandares (a y 6-tocoferol de SIGMA®; B y y-tocoferol y el
tocol de METRAYA®). Se empleo un patrén interno de concentracidn conocida (tocol) para
comprobar el normal funcionamiento del proceso. La cuantificaciéon se realizé mediante la
comparacion de areas obtenidas a partir de las rectas de calibrado realizadas con los
patrones de cada una de las isoformas analizadas, el rango de concentraciones fue de
0,25-8 pg/ml, y se obtuvieron rectas de calibrado R’ superiores al 99,9% en todos los
casos. La figura 6.7.1 muestra el perfil cromatografico del patréon multiple de todas las

isoformas.
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a-toc

tocol

B-toc y-toc B-toc

Figura 6.8.1.- Cromatograma del patron multiple. a (a-toc), B (B-toc), y (y-toc) y &-tocoferol (6-toc); Tocol

(patrén interno)

6.8. Determinacion de compuestos fendlicos y flavonoides totales

La determinacion del contenido de fenoles y flavonoides totales, asi como la valoracién de
la capacidad antioxidante in vitro, se realizd a partir de diferentes diluciones procedentes
de un extracto metandlico de los materiales vegetales. Para ello se procedié a la
extraccién de la muestra (segun el siguientes esquema) para obtener una concentracion
final de 30 mg/ml de extracto, a partir de la cual se realizaron diferentes diluciones (desde
0,03125 mg/ml a 16 mg/ml) que se emplearon en la valoracidn del contenido en fenoles y
flavonoides totales asi como en los distintos ensayos de medida de la actividad

antioxidante. Dichas diluciones se almacenaron a 4 °C hasta la ejecucidn de los analisis.
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Esquema 7.- Extraccion metandlica y preparacion de diluciones

1 g de muestra liofilizada y homogeneizada + 40 ml de metanol (25 2C)

v

60 minutos de agitacion magnética

Filtrar a través de papel Whatman

v

Recuperacidn y re-extraccion del residuo sélido ( + 40 ml metanol)

v

Filtrar a través de papel Whatman

v

Combinacidn y evaporacion (35 2C a vacio) de los extractos metandlicos

v

Redisolver con metanol para obtener disolucién de 30 mg/ml de extracto

|
\/ % \/ v

0,03125 mg/Ml ccuevevvervvee IME/ Ml v 2Mg/Ml e 16 mg/ml
Determinacion Determinacion
de fenoles totales de flavonoides totales

v

Valoracidn de la actividad antioxidante

Los fenoles totales fueron determinados mediante el método descrito por Wolfe et al.
(2003) con algunas modificaciones. A partir de la dilucion 1 mg/ml del extracto
metandlico, se tomd una alicuota (0,5 ml) al que se adicioné 2,5 ml de reactivo Folin—

Ciocalteu (previamente diluido en agua 1:10; v/v) y 2 ml de carbonato sddico (75 g/l).
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Los tubos fueron agitados (vortex) durante 15 segundos y posteriormente incubados a
40°C durante 30 minutos hasta la formacién de coloracién, determinando los fenoles

totales por espectrofotometria, a 765 nm (espectrofotometro Analytiklena 200).

Esquema 8.- Determinacion de compuestos fendlicos
0,5 ml de la dilucion de 1 mg/ml del extracto metandlico
+ 2,5 ml de reactivo Folin—Ciocalteu (diluido en agua 1:10; v/v en agua)
+2 ml de Na,COs; (75 g/l)
Homogeneizar en vortex (15 seg)

Incubacién a 40 °C durante 30 minutos

Lectura de absorbancia a 765 nm

Para la cuantificacidon del contenido total de fenoles se utilizé una recta de calibrado de
acido galico como estandar, cuyo rango de concentraciones fue de 0,05 a 0,8 mM (tabla
6.8.1), los resultados obtenidos fueron expresados en mg de equivalentes de acido galico

(EAGs) por gramo de extracto y mg de EAG/100g de muestra fresca.

La determinacién de los flavonoides totales fue llevada a cabo mediante el método
descrito por Jia et al. (1999) con algunas modificaciones. A partir de la diluciéon de 2mg/ml
del extracto metandlico, se tomd una alicuota de 0,5 ml que fue diluida con 2 ml de agua
destilada, posteriormente se adicionaron 0,15 ml de solucién de NaNO, (5%). Después de
6 min, se afnadid 0,15 ml de solucién al 10% de AICl;, dejando progresar la reaccién
durante otros 6 minutos. Posteriormente se adicionaron 2 ml de solucién al 4% NaOH e
inmediatamente después se afiadieron agua destilada hasta un volumen final de 5 ml.
Después de homogeneizar y esperar 15 minutos, se midié la intensidad del color

espectrofotométricamente a 510 nm (espectrofotometro Analytiklena 200).
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Esquema 9.- Determinacion de flavonoides totales
0,5 ml de la dilucién 2 mg/ml del extracto metandlico
+ 2 ml de agua destilada
+ 0,15 ml de solucién de NaNO; (5%)
Homogeneizar en vortex (15 seg) y dejar reaccionar durante 6 minutos
Adicionar 0,15 ml de solucién al 10% de AICl;
Dejar reaccionar durante 6 minutos
+ 2 ml de solucién al 4% NaOH + agua destilada hasta un volumen final de 5 ml.
Reposo durante 15 minutos hasta coloracién rosacea

v

Lectura de la absorbancia a 510 nm

El contenido total de flavonoides se cuantificd a partir de recta de calibracion de (+)-
Catequina cuyo rango de concentraciones fue de 0,0156 a 1,0 mM (tabla 6.8.1), los
resultados fueron expresados como mg de equivalentes de (+)-Catequina (ECs) por gramo

de extracto y mg EC/100g muestra fresca.

Tabla 6.8.1.- Rectas calibrado de acido galico y catequina.

Recta calibrado acido galico Recta calibrado catequina
Rango de concentraciones: 0,05a0,8 mM 0,0156 a 1,0 mM
Ecuacion: y=1,848x + 0,014 y=0,9186x + 0,0003
r: 0,997 0,999
R*: 99,686% 99,999%
DE ordenada en el origen: 0,037 0,002
DE pendiente: 0,082 0,005
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6.9. Evaluacion de la actividad antioxidante in vitro

Existen diferentes metodologias para medir la capacidad antioxidante de los alimentos,
aunque no existe consenso en cuanto al método universal que pueda medir la capacidad
antioxidante de todas las muestras de forma precisa y cuantitativa debido a la presencia
de compuestos con diferente solubilidad, y al hecho de realizar su actividad sobre

diferentes sistemas oxidativos (Prior et al., 2005).

La valoracién de la capacidad antioxidante in vitro de las muestras objeto de estudio se
realiz6 a partir del extracto metandlico previamente descrito en el apartado 6.5,

evaluando de la capacidad antioxidante total y la inhibicién de la peroxidacion lipidica.

La actividad antioxidante total se evalué frente al radical DPPH y la capacidad de reducir el
hierro:

e Método de DPPH

 Poder reductor (Fe** > Fe®")
Para analizar la capacidad de la inhibicién de la peroxidacién lipidica se emplearon los
métodos:

* Inhibicién de la decoloracidn del 3-caroteno

* TBARS

En la discusidon de los datos relativos a la capacidad antioxidante in vitro, emplearemos el
pardametro ECso, correspondiente a la concentracién del extracto metandlico (mg/ml)
capaz de inhibir al 50% cualquier proceso oxidativo, incluyendo los correspondientes a la
cadena de radicales libres y/o al proceso de peroxidacion lipidica (Sanchez-Moreno et al.,

1998).
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Para calcular la concentracidn inhibitoria 50 (ECso) se empled la siguiente ecuacidn:

ECso = [(X2 = X1)/(y2 = y1)] x (50 = y1) + x4

Donde:

X1: concentracion (mg/ml) del extracto cuyo porcentaje de inhibicidn es inferior al 50%
X,: concentracion (mg/ml) del extracto cuyo porcentaje de inhibicidn es superior al 50%
y1: porcentaje inhibitorio inferior al 50%

y»: porcentaje inhibitorio superior al 50%

a.- Método DPPH (radical 2,2difenil-1-picrilhidrazil)

En este método se evalla el grado de capturacion de un radical organico como es el DPPH,
en presencia del antioxidante (Brand-Williams et al.,, 1995), valorandose
espectrofotométricamente la decoloracidon del reactivo radical, a una longitud de onda de

515 nm.

Segln el método descrito previamente por Hatano et al. (1986) y posteriormente
modificado por Barros et al. (2008), la reaccion fue llevada a cabo en microplacas de 96
pocillos. En cada uno de los pocillos se adicionaron 30 Yl de las diferentes
concentraciones, rango de concentraciones de 0,03125 a 16 mg/ml dependiendo de la
muestra de estudio, empleandose 6 diluciones en total, asi como 30 [l de metanol como
blanco. Posteriormente se adiciond 270 pl de una disolucién de DPPH en metanol (6x107
mol/l) y la mezcla se dejo incubar durante 60 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad, para posteriormente evaluar la reducciéon de los radicales DPPH, midiendo su

absorbancia a 515 nm mediante un lector de microplacas (Bio-Tek Instruments, Inc.).
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Esquema 10.- Ensayo DPPH
30ul de diluciones de extracto metandlico, concentraciones entre 0,03125 a 16 mg/ml)
+ 270 Hl de solucidn metandlica de DPPH

v

Incubaciéon 60 min a temperatura ambiente

v

Lectura absorbancia a 515 nm

La actividad antiradicalaria fue calculada y expresada como el porcentaje de decoloracién

del DPPH, empleando la siguiente ecuacién:

Actividad antiradicalaria (%)= [(Appen - As)/Appen] x 100
Donde:
* As es la absorbancia de la solucién en la que el extracto de la muestra problema se
adicion6 a una determinada concentracion.

e Apppy CcOrresponde a la absorbancia del blanco (Metanol).

El extracto cuya concentracidn inhibio al 50% la capturacion de radicales DPPH (ECsg) fue

calculado a partir de la ecuacién.

b.- Método del poder reductor (Fe** = Fe )

El método se basa en la evaluacién de la capacidad de los compuestos antioxidantes de
reducir al hierro (Fe** a Fe®*), midiéndose para ello el cambio de coloracién producido en

el ligando cromogénico, selectivamente unido al anidén férrico.

2,[Fe(CN)e]* + Ar (OH), > 2,[Fe(CN)e]* + Ar(=0), + 2,H"
[Fe(CN)s]* + Fe** > Fe[Fe(CN)e]
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La especie oxidantes Fe’*-L, el Fe(CN)¢>, en presencia de compuestos antioxidantes
[Ar(OH),], darad lugar a la reduccién de la ferrocianina ([Fe(CN)s]*) y al antioxidante
oxidado [Ar(=0),], una vez estabilizada la ferrocianina mediante Fe** (FeCl,), ésta actuara
como compuesto cromogénico (azul Prusia). La coloraciéon producida se mide

espectrofotométricamente a 690 nm (Berker et al., 2010).

Para ello, segun la metodologia descrita por Barros et al. (2010b), se emplearon diferentes
concentraciones de los extractos metandlicos. Diferentes alicuotas de 0,5 ml de cada
concentracién se mezclaron con 0,5 ml de buffer sodio fosfato (200 mmol/l, pH 6,6) y 0,5
ml de ferrocianuro potdésico (1% p/v, en agua). La mezcla fue incubada durante 20 minutos
a 50 eC, empledndose 0,5 ml de &acido tricloroacético (10% p/v, en agua) para frenar la

reaccion.
Posteriormente, una alicuota (0,8 ml) de la mezcla fue transferida a cada pocillo (en

microplacas de 48 pocillos), se adicioné 0,8 ml de agua desionizada y 0,16 ml de cloruro

férrico (0,1% p/v), Midiéndose la absorbancia a 690 nm mediante un lector de microplaca.
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Esquema 11.- Ensayo Poder reductor (Fe** > Fe*’)
0,5 ml de las diluciones de extracto metandlico,
concentraciones entre 0,03125 a 16 mg/ml
+ 0,5 ml buffer sodio fosfato (200 mmol/I, pH 6,6)
+ 0,5 ml ferrocianuro potasico (1% p/v, en agua)

v

Incubacién 20 min a 50 eC

v

+ 0,5 ml acido tricloroacético (10%, p/v en agua)
Transferencia de alicuotas de 0,8 ml a
microplaca de 48 pocillos
+ 0,8 ml de agua desionizada
+ 0,16 ml de cloruro férrico (0,1% p/v, en agua)

v

Lectura absorbancia a 690 nm

La actividad antiradicalaria del poder reductor, se calcula a partir de la diferencia de
absorbancias entre el blanco y la muestra problema.

Actividad antiradicalaria = (Ag - As)

Donde:
e As es la absorbancia de la solucién en la que el extracto de la muestra problema se
adiciond a una determinada concentracion.

e A corresponde a la absorbancia del blanco (Metanol).

132



Materiales y métodos

Posteriormente se calculd, el correspondiente ECsqg para cada extracto (planta silvestre) a
partir de la siguiente ecuacién.

ECso = [(x2 = x1)/(y2 = y1)] X (0,5 - y1) + X1
Para este ensayo, la concentracion inhibitoria 50 (ECs) es aquella que proporciones una

absorbancia de 0,5.

c.- Método de Inhibicién de la decoloraciéon del $-caroteno

El ensayo de decoloracion del B-caroteno implica la medicién de la decoloracidn del f3-
caroteno a 470 nm por accion de los productos derivados del proceso de oxidacion del
acido linoleico (Laguerre et al., 2007).

Para ello es necesario el empleo una emulsién formada por acido linoleico y -caroteno

(Fig. 6.9.1), utilizando el Tween-80 para favorecer la dispersion de dichos compuestos.

Figura 6.9.1.- Principales componentes empleados en el método de Inhibicion de la decoloracion del -

caroteno

La oxidacion del acido linoleico es inespecifica y catalizada por el calor (50 °C). La adicidn
de extractos que contenga antioxidantes, favorece el retraso de la decoloracion del 3-
caroteno por inhibicion de la oxidacion del acido linoleico (Laguerre et al., 2007). Teniendo

lugar las siguientes reacciones:

[-caroteno-H (naranja) + ROO® - B-caroteno’ (decolorado) + ROOH

[-caroteno-H (naranja) + ROO® + AH > f-caroteno-H (naranja) + ROOH + A’
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Donde ROQ’ es el radical del acido linoleico, AH el compuesto antioxidante presente en la

muestra y A* dicho compuesto antioxidante oxidado.

Segun Barros et al. (2010b), se debe preparar previamente una solucién de -caroteno,
afiadiéndose 2 mililitros de B-caroteno (2 mg/ 10 ml de cloroformo) en un matraz
piriforme, para la posterior evaporacion del cloroformo (mediante rotavapor a 40 °C). Tras
este proceso se afadieron 40 mg de acido linoleico, 400 mg de emulsificante Tween-80 y
agua destilada (100 ml), homogeneizandose por agitacidn vigorosa. Una alicuota (4,8 ml)
de la emulsion fue transferida en diferentes tubos, a los cuales previamente se les

adicion¢ alicuotas de (0,2 ml) de las diferentes concentraciones del extracto.

Los tubos fueron agitados (vortex) e incubados al bafio maria a 50 2C durante 120 min.
Una vez que la emulsién fue adicionada a cada uno de los tubos, se determind
espectrofotométricamente (a 470 nm) la decoloracidon de la solucién a tiempo 0 (Tp) y tras
el periodo de incubacion a 120 minutos (T1,0), empledandose como blanco una solucion de

[-caroteno.
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Esquema 12.- Ensayo de inhibicion de la decoloracion del 3-caroteno

Preparacion emulsién de -caroteno:
2 mililitros de B-caroteno (2 mg/ 10 ml de Alicuotas de 0,2 ml de las diferentes
cloroformo) en un matraz piriforme. dilucion del extracto

v

Evaporacion
+ 40 mg de 4cido linoleico
+ 400 mg de emulsificante Tween-80
+ agua destilada (100 ml)
Agitacién

Alicuota 4,8 ml v

\%

Homogeneizar

Lectura absorbancia (470 nm ) a tO min

v

Incubaciéon 120 min a 502C

Lectura absorbancia (470 nm) a T120 min

La inhibicién de la decoloracién del B-caroteno (I.D. B-carot) fue calculada empleando la

siguiente ecuacion:

I.D. B-carot = (contenido de B-caroteno a Ty respecto al contenido a To) x 100.
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Posteriormente se calculd el ECsy (la concentracidn de extracto que inhibe al 50% la
decoloracién del -caroteno), a partir de los valores de porcentajes de inhibicién de la

decoloracién del 3-caroteno frente a las diferentes concentraciones del extracto

d.- Inhibicion de la peroxidacion lipidica empleando el acido tiobarbitirico como

sustancia reactiva (TBARS = Tiobarbituric Acid Reactive Species)

Dicha metodologia se desarrollé en la década de 1940, siendo ampliamente empleada
tanto en estudios in vitro como in vivo. Se trata de evaluar la reaccidon del acido
tiobarbiturico con el malondialdehido, formado a partir de la descomposicién de los

hidroperdxidos lipidicos, formandose un croméforo rojo con absorcién mdxima a 532 nm.

El resultado del complejo coloreado se forma por condensacion de 2 moles de TBAy 1 mol

de malondialdehido (Fig. 6.8.2), bajo la influencia de la temperatura y pH del medio.

Figura 6.8.2.- (a) Formacion del Malondialdehido a partir de los radicales peroxilo del acido graso C18 tri-

insaturado; (b) Formacion del croméforo de TBA; a partir del TBA y MDA (Laguerre et al., 2007)
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Para la valoracidn de la capacidad de inhibicion de la peroxidacién lipidica de las muestras
problema, mediante la utilizacién del acido tiobarbitirico, como sustrato lipidico se
empled materia cerebral obtenido de cerdos (Sus scrofa) de peso corporal de 150 kg,
previamente homogeneizado con en tampoén Tris-HCl en hielo (20 mM, pH 7,4) en
proporciones 1:2 (p/v). El homogeneizado de tejido cerebral fue centrifugado a 3000g

durante 10 minutos, recuperandose el sobrenadante.

Se incubaron alicuotas de 0,2 ml de las diferentes concentraciones de los extractos con
alicuotas (0,1 ml) del sobrenadante, en presencia de 0,1 ml de FeSO,4 (10 uM) y 0,1 ml de
acido ascorbico (0,1 mM) a 37 °C durante 1 h. Posteriormente se adicionaron 0,5 ml de
acido tricloroacético (28% p/v) para parar la reaccion, seguido de 0,38 ml de acido

tiobarbiturico (TBA, el 2% p/v) y se llevé la mezcla a incubar a 80 ° C durante 20 min.

Una vez finalizada la incubacioén, se centrifugaran los tubos a 3000G durante 10 minutos,
para eliminar las proteinas precipitadas del sobrenadante, midiéndose la intensidad de
color en el mismo, debida a la formacion del complejo del malondialdehido (MDA) con el

TBA por espectrofotometria a 532 nm.
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Esquema 13.- Ensayo de Inhibicion de la peroxidacion lipidica empleando el dcido
tiobarbiturico (TBARs)
Preparacién sustrato lipidico cerebral:
Tris-HCl en hielo (20 mM, pH 7,4) en proporciones 1:2 (p/v)
Centrifugacion
Alicuotas (0,1 ml) de suspension
+ Alicuotas (0,2 ml)de diferentes diluciones del extracto
+ 0,1 ml de acido ascorbico (0,1 mM)
Incubacion 1 h (372C)
+ 0,5 ml de 4cido tricloroacético (28% p/v)
+ 0,38 ml de acido tiobarbiturico (TBA, el 2% p/v)
Incubar a 80 ° C durante (20 min)
Centrifugacion

Lectura absorbancia 532 nm
La inhibicion de la peroxidacion lipidica (%) se calculé mediante la siguiente féormula:

Relacidn de inhibicidn (%) = [(AxB) / A] x 100%

Donde: Ay B fueron la absorbancia del control y la solucién del extracto, respectivamente.

La concentracién del extracto que inhibe al 50% (ECsg) la peroxidacion lipidica se calculd a

partir de la anterior ecuacion.
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6.10.- Estudios estadisticos aplicados

Con el fin de llevar a cabo una interpretacién objetiva de los resultados obtenidos se
realizaron diferentes estudios estadisticos. Para ellos se ha utilizado el programa

estadistico STATGRAPHICS plus version 5.1. para Windows.

6.10.1.- Analisis de la varianza (ANOVA)

El tratamiento de los datos mediante el test de andlisis de la varianza, permite saber si las
diferencias entre medias de dos 6 mas grupos son 6 no debidas al azar. El F-ratio ¢
estadistico F de Fisher obtenido a partir de la ANOVA, es el cociente de la estimacidon entre
los grupos 6 dentro de ellos. Se obtiene en cada caso el nivel de significacion; si el valor p
es menor ¢ igual a 0,05, se rechazaria la hipotesis nula (que supone que todas las medias
son iguales), aceptandose la hipédtesis alternativa y por tanto la existencia de diferencias

estadisticamente significativas entre las poblaciones 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
multiple de rango. En este caso, el test utilizado ha sido el de Duncan 6 procedimiento de
las menores diferencias significativas entre medias (en adelante LSD), estableciendo un
nivel de confianza del 95% (p< 0,05) de modo que se establecen puntos coincidentes para
poblaciones similares y no coincidentes para poblaciones que presentan variaciones

estadisticamente significativas.
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6.10.2.- Estudio de correlaciones candnicas

El método multivariable de Correlaciones Candnicas (correlaciones producto de Pearson)
se fundamenta en encontrar las combinaciones lineales de grupos de variables
fuertemente relacionado entre si, es decir, que presentan la correlacién mas alta entre
ellos, estableciendo una relacién lineal entre ambas variables. Para ello presenta las
diferentes correlaciones resultantes en la matriz de datos, la cual contiene el rango de
estos coeficientes de correlacion (con valores entre -1 a +1), y el P-valor que comprueba la
importancia estadistica de las correlaciones estimadas, donde P-valores por debajo de
0,05 indican importancia estadistica de correlaciones no-cero para un nivel de confianza

del 95%.

6.10.3.- Estudio de componentes principales

El andlisis de componentes principales estudia la correlaciéon entre todos los resultados
obtenidos referentes a las muestras analizadas, considerando como variables a los
distintos parametros evaluados y como “componentes” a unas nuevas variables
independientes entre si, de manera que unas pocas variables (componentes principales)
permitirdn caracterizar los productos objeto de este estudio (especies silvestres), ya que

cada componente esta formado por combinacidn de variables correlacionadas entre si.

6.10.4.- Estudio de cluster

Para evaluar las posibles relaciones existentes entre las distintas especies silvestres
consideradas en el presente estudio se ha realizado el analisis clister considerando los

valores medios obtenidos, para cada parametro.

Los clusters son grupos de observaciones con caracteristicas similares. El procedimiento

aplicado ha sido una clasificacidén jerarquica aglomerativa siguiendo el criterio de War'd

(Everitt, 1980) que permitid la obtencién de un dendograma.
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Resultados y discusidn

Para la organizacion de la discusién de los resultados obtenidos, las especies objeto de

estudio se han dividido en dos grandes grupos, en funcién de su parte comestible.

- Especies silvestres cuya parte comestible son las hojas:
0 Especies cuyas hojas se consumen enteras: Anchusa azurea Mill., Beta maritima
L., Chondrilla juncea L., Cichorium intybus L., Papaver rhoeas L., Rumex papillaris
Boiss & Reut., Rumex pulcher L., Sonchus oleraceus L., Taraxacum obovatum
0 Especies cuyas hojas se consumen peladas: Scolymus hispanicus L. y Silybum

marianum (L.) Gaertn.

- Especies silvestres cuya parte comestible principal es diferente de las hojas, aunque
pueda incluirlas en baja proporcién:
0 Tallos tiernos con hojas: Apium nodiflorum (L.) Lag., Foeniculum vulgare Mill.,
Montia fontana L. y Silene vulgaris (Moench) Garcke.
O Brotes tiernos con o sin hojas pequeias: Asparagus acutifolius L., Bryonia
dioica Jacq., Humulus lupulus L.y Tamus communis L.

0 Bulbo y parte inferior del tallo: Allium ampeloprasum L.

En todas ellas se ha realizado la caracterizaciéon de los parametros fisico-quimicos y
compuestos bioactivos analizados, ademas de evaluar la influencia de factores externos
ambientales (climatoldgicos y edafogeograficos), y en algunos casos, del tratamiento

culinario de coccidn en los parametros que pudieran verse mas afectados (Tabla D.1).
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Tabla D.1.- Resumen de las determinaciones analiticas realizadas sobre las muestras

objeto de estudio.

Caracterizacion | Influencia de los Influencia del
Determinaciones de las especies factores tratamiento
silvestres ambientales térmico
Humedad
pH

Acidez titulable

Acido ascérbico y dehidroascérbico

(Vitamina C)

Acidos organicos

Acido félico y folatos (Vitamina Bo)

Fenoles y flavonoides totales

Acidos grasos

Tocoferoles (Vitamina E)

Actividad antioxidante in vitro

Para dar cumplimiento a los objetivos propuestos en el presente trabajo, los resultados

obtenidos se han agrupado en cuatro capitulos diferentes:

1. Compuestos bioactivos y parametros fisico-quimicos en las especies silvestres de
hoja.

2. Compuestos bioactivos y parametros fisico-quimicos en las especies silvestres
cuyas partes comestibles son distintas de las hojas: tallos tiernos con hojas,
brotes tiernos con o sin hojas, y bulbos.

3. Estudio comparativo de todas las especies silvestres entre si.

4. Influencia del tratamiento térmico en el contenido de acidos organicos, vitamina C
y acido fdlico, en algunas especies silvestres que tradicionalmente se consumen

cocinadas.
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Resultados y discusidn

Las verduras silvestres incluidas en el presente estudio, son aquellas cuya parte comestible

son las hojas basales: Anchusa azurea,

Beta maritima, Cichorium intybus, Chondrilla

juncea, Papaver rhoeas, Rumex papillaris, Rumex pulcher, Scolymus hispanicus, Silybum

marianum, Sonchus oleraceus y Taraxacum obovatum. Dentro de este grupo se

diferencian las especies cuyas hojas basales se pelan de forma previa a su consumo como

son Scolymus hispanicus, Silybum marianum, tal y como se aprecia en el cuadro 7.1 y la

figura 7.1, que recoge el detalle de la porciéon comestible en cada caso.

Cuadro 7.1.- Plantas silvestres comestibles de hoja incluidas en este capitulo (Tardio et

al., 2002)
Especies Familia Nombre Comiin Parte comestible Forma de consumo
Anchusa azurea Mill. Boraginaceae Lenguaza Hojas basales Cruda
Beta maritima L. Chenopodiaceae Acelga silvestre Hojas basales Cocinada
Chondrilla juncea L. Asteraceae Ajonjera Hojas basales Cruda
Cichorium intybus L. Asteraceae Achicoria Hojas basales Cocinada
Papaver rhoeas L. Papaveraceae Amapola Hojas basales Cruda y cocinada
Rumex papillaris Boiss. & Reut. Polygonaceae Acedera Hojas basales Cruda
Rumex pulcher L. Polygonaceae Romaza Hojas basales Cocinada
Sonchus oleraceus L. Asteraceae Cerraja Hojas basales Cruda y cocinada
Taraxacum obovatum (willd) D.C.  Asteraceae Diente de ledn Hojas basales Cruda
Scolymus hispanicus L Asteraceae Cardillo Hojas Basales Peladas  Cruda y cocinada
Silybum marianum (L.) Gaertn. Asteraceae Cardo o cardincha Hojas Basales Peladasy Cruday cocinada

brotes tiernos
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Rumex papillaris Boiss. &

Anchusa azurea Mill. Beta maritima L. Papaver rhoeas L. Reut

Rumex pulcher L. Cichorium intybus L.

Chondrilla juncea L. Sonchus oleraceus L. Taraxacum obovatum Scolymus hispanicus L. Silybum marianum (L.) Gaertn.

Figura 7.1.- Detalle de las partes de la planta analizadas para cada una de las especies silvestres de hoja estudiadas en este capitulo



7.1.- Humedad — materia seca

En la figura 7.1.2 se muestran los valores medios de humedad de las especies silvestres
estudiadas durante las temporadas 2007 al 2009. Como se puede observar, el agua
representa un 80 — 90% del peso fresco de las verduras analizadas, valores que se
encuentran dentro del contenido hidrico normal de verduras y hortalizas. Destacan las
especies Anchusa azurea y Silybum marianum por ser las que presentan el mayor
porcentaje medio de humedad (90,32 y 93,44%, respectivamente), mientras que
Chondrilla juncea y Rumex pulcher, son las que menor contenido de agua presentan. En el
caso del cardo mariano la parte comestible es la penca carnosa de la hoja, en la que cabe
esperar un alto contenido hidrico. Dichos resultados estan de acuerdo con lo indicado por
otros autores (en un rango de materia seca de 7-29%) para diferentes especies silvestres

de las hortalizas de hoja (Guil et al., 1997; Escudero y de Arellano, 2003).

Figura 7.1.2.- Contenido medio de humedad y materia seca de las verduras silvestres de hoja. Diferentes

letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), n > 12.

149



Resultados y discusion

El contenido de humedad de las especies silvestres es en general inferior al de sus
parientes cultivados, presentando por lo tanto un contenido superior de materia seca en
las variedades silvestres. Estas diferencias son mdas patentes en el caso de la acelga
silvestre (Beta maritima) la cual presenta un 84,51% de humedad frente a Beta vulgaris,
cultivada, con un 92,2%. Otras especies mostraron una variacién menos acusada, como es
el caso de la achicoria (Cichorium intybus), donde su pariente cultivado presenta un 94%
de humedad frente al 89,10% mostrado por la especie silvestre al igual que en el diente de
ledn (Taraxacum ssp) donde su variedad cultivada presenté un 89% de humedad, un

5,11% superior al de su pariente silvestre (Taraxacum obovatum) (Souci et al., 2008).

Si bien la humedad es un pardmetro fisico-quimico que puede estar condicionado por las
variaciones meteoroldgicas, periodos de sequia y de lluvia, a las que se ve sometida la
planta. Silybum marianum fue la especie que mostré una mayor estabilidad de una
temporada a otra en ambas localidades. En general (tabla 7.1.1), no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre temporadas, a excepcion de la
achicoria, el cardillo y la romaza, en las que se observd que la humedad del 2008 y 2009
(en el caso de la lenguaza y la romaza) fue significativamente menor (p < 0,05) al del
primer afio de recoleccion (2007), menos en el caso del cardillo, que presentd valores
superiores en 2008. Al comparar distintas localidades de muestreo para un mismo ano de
recoleccion, el cardo (Silybum marianum) presenté valores muy estables, mientras que en
el caso de la acelga silvestre (Beta maritima), la amapola (Papaver rhoeas), la acedera
(Rumex papillaris), la romaza, (Rumex pulcher) la cerraja (Sonchus oleraceus) y el diente de
ledn (Taraxacum obovatum), se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en el
contenido de humedad, con variaciones de hasta 12 a 20% entre muestras procedentes de
diferentes localidades para un mismo afo, especialmente en el caso Chondrilla juncea

(ajonjera) y Scolymus hispanicus (cardillo).

Dichas oscilaciones en el contenido hidrico son esperables en este tipo de muestras,

expuestas a diferentes factores ambientales que condicionan su contenido hidrico.
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Tabla 7.1.1.- Contenido de humedad (% en peso fresco) de las verduras silvestres de hoja analizadas en el presente estudio

Humedad (%)

Especie Localidad A Localidad B
2007 2008 2009 2007 2008 2009
Anchusa azurea - 90,04°° (0,35) 90,23° (0,65) | 92,73° (0,63) 88,87° (0,65) 89,71% (0,12)
Beta maritima 85,04 %°(0,13) 85,47 (0,41) - 89,13° (0,44) 78,39° (5,62) -

Papaver rhoeas
Rumex papillaris
Rumex pulcher
Chondrilla juncea
Cichorium intybus
Sonchus oleraceus

Taraxacum obovatum

89,78 (0,06)
88,04° (0,02)
89,06° (0,03)
88,25 3 (0,05)
89,30° (0,01)
90,79 (0,39)

86,71° (0,22)

65,967 (1,23)
84,76° (0,50)
86,07° (1,23)
86,64° (1,95)
87,43" (0,23)
90,78 (0,06)
86,75° (0,19)

89,66 (0,03)
88,16° (0,14)

90,78 (0,06)

73,74° (1,70)
87,39° (0,01)
86,90° (1,71)
90,27° (0,16)
88,74° (0,31)

84,95% (0,30)

85,53° (0,18)
85,59°° (0,30)
69,427 (1,67)
90,70° (0,22)
73,307 (4,39
83,19° (1,43

87,97° (0,31)

Scolymus hispanicus
Silybum marianum

80,33° (1,24)
93,60° (0,14)

90,24° (0,47)
93,84% (0,26)

70,31° (0,42)
92,24% (0,65)

92,71° (0,06

)
)
80,57° (1,19)
)
93,51° (0,16)

Valores expresados como: media (desviacion estandar, n-1), n=3. En cada fila, diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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7.2.- pH y la acidez titulable

El pH y la acidez titulable son pardmetros indicadores del contenido de compuestos de
caracter acido que presenten las muestras, como es el caso de los acidos orgdnicos. Como
se aprecia en la figura 7.2.1, los valores de pH de las hojas basales de las plantas silvestres
estudiadas oscilan en un rango amplio (3,07 a 6,97) siendo el grupo de especies
pertenecientes a la familia de las compuestas (Asteraceae) las que muestran valores de pH

mds homogéneos, con valores de 5,2 a 5,7.

La especie mas acida (con un pH en torno a 3,1) es Rumex papillaris que a su vez destacd
por presentar los niveles mds elevados de acidez titulable. Esto se correlaciona con su
sabor acido caracteristico, del cual toma su nombre comun, la acedera. Por el contrario, la
especie menos acida es Anchusa azurea, con un pH en torno a 6,9 y una acidez titulable de

5,49 ml de NaOH (0,1 N)/100g muestra.

Figura 7.2.1.- Valores medios de pH y acidez titulable (ml NaOH 0,1 N/100g muestra) de las verduras

silvestres de hoja. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), n > 12.
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La variacidn de los valores del pH y de la acidez titulable de las especies silvestres de hoja,
teniendo en cuenta tanto la variable afilo como la variable localidad, se muestra en las
tablas 7.2.1y 7.2.2 En el caso del pH, este pardmetro fue relativamente estable para una
misma especie, de una temporada a otra. Unicamente se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el caso de la acelga silvestre, la amapola y el diente de
ledn, que presentaron valores superiores de pH en 2008 respecto del 2007, asi como la
cerraja (Sonchus oleraceus) por presentar una variacién del pH de 4,87 en 2008 a 6,14 en
2009, y la achicoria (pH de 4,72 y 6,22, respectivamente). Al tener en cuenta los resultados
correspondientes a las distintas localidades de muestreo, se observé que especies como la
acelga silvestre, la acedera, el cardillo, la cerraja y el diente de leén se vieron mas
influidos por la localidad de recoleccién que otras especies; y de una manera mas clara, la
ajonjera y la cerraja, que presentaron valores de pH de alrededor de una unidad superior
pH superiores en el Pioz y Valdelatas, respectivamente, mientras que la achicoria presenté

un pH menos acido en el Encin.

La acidez titulable, junto al contenido de acidos orgdnicos, es uno de los parametros que
mayor variacion presenté al comparar los distintos afios de recoleccién, encontrandose
valores en muchos casos significativamente superiores (p < 0,05) en 2007 en comparacion
con el 2008 y 2009. Destaca la acedera (Rumex papillaris) especie muy acida (con pH en
torno a 2,7) que mostrd un valor significativamente inferior de la acidez titulable con una
diferencia de en torno a 100 ml NaOH 0,1 N/100g muestra en 2008 respecto a 2007 en
una de las localidades. Respecto a la variable localidad, se observaron variaciones
significativas (p < 0,05) en el valor de acidez de todas las muestras, a excepcién de Beta

maritima, Rumex pulcher y Scolymus hispanicus.
La acidez fue inferior en ajonjera, cerraja y cardillo recolectados en Pioz, Valdelatas y

Fuentidueiias, respectivamente, lo que concuerda con valores de pH mas altos en el afio

2007 respecto a 2008.
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Tabla 7.2.1.- Valores de pH para cada localidad y afo de recoleccion de las verduras silvestres de hoja analizadas en el

presente estudio

pH
Especie Localidad A Localidad B
2007 2008 2009 2007 2008 2009
Anchusa azurea - 7,19° (0,08)  6,97° (0,01) | 6,43 (0,08)  7,16™(0,04) 7,13 (0,11)

Beta maritima
Papaver rhoeas
Rumex papillaris
Rumex pulcher
Chondrilla juncea
Cichorium intybus
Sonchus oleraceus

Taraxacum obovatum

6,21° (0,03)
6,22"° (0,03)
2,90° (0,02)
4,56° (0,07)
4,58° (0,04)
6,21° (0,02)
4,87° (0,08)
5,93° (0,02)

6,33° (0,02)
6,36° (0,01)
3,62° (0,02)
4,87° (0,08)
5,70° (0,15)
6,04° (0,02)
5,95 (0,01)
6,39° (0,07)

3,44% (0,01)
4,67 (0,06)

4,88° (0,08)

5,95° (0,06)
4,82° (0,55)
3,03° (0,03)
4,78" (0,02)
5,98° (0,06)
4,62° (0,01)

5,58°% (0,05)

6,60° (0,16)
6,42° (0,09)
2,73° (0,04)
4,53° (0,02)
6,08 (0,02)
5,78"° (0,03)
5,97° (0,01)
6,00° (0,04)

6,14° (0,03)

Scolymus hispanicus

Silybum marianum

4,52° (0,02)
5,38° (0,13)

5,68° (0,03)
5,39° (0,53)

6,06 (0,04)
4,65° (0,11)

6,49 ¢ (0,01)
5,58 (0,01)

Valores expresados como: Media (desviacidn estandar, n-1), n=3. En cada fila, diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).



Tabla 7.2.2.- Valores de acidez titulable para cada localidad y afio de recoleccion de las verduras silvestre de hoja

analizadas en el presente estudio

Acidez titulable (ml NaOH 0,1 N)

Especie Localidad A Localidad B
2007 2008 2009 2007 2008 2009
Anchusa azurea - 4,42% (0,200 574" (0,73) | 10,38 (1,34) 2,98° (0,24) 4,05 (0,05)
Beta maritima 7,27°  (0,27) 16,19° (0,24) - 22,58° (1,16)  8,70° (0,39) -
Papaver rhoeas 16,06 (1,78) 15,51 (1,20) - 23,90° (2,46) 13,897 (5,32) -
Rumex papillaris 168,13 ¢ (13,21) 60,03 (2,96)  106,80°(0,31) | 150,73° (10,35) 152,92°(9,41) -
Rumex pulcher 43,30 (2,09) 37,98°°(0,12)  25,45° (2,30) | 33,60°(2,95) 15,117 (0,09) -
Chondrilla juncea 15,49° (0,56) 9,96° (1,16) - 6,30° (0,05)  8,28%° (0,08) -

Cichorium intybus

Sonchus oleraceus

3,66° (0,56)

14,71° (0,75)
35,44° (2,93)

20,21° (0,52)

16,74"° (0,36)
12,097 (2,93)

13,12° (3,48)
9,48 * (0,33)

9,48°(0,33)

Taraxacum obovatum 16,35° (0,50) 3,76° (0,43) - 6,29° (0,07) 16,31° (1,01) -
Scolymus hispanicus 12,07° (1,18) 6,51b (0,22) - 5,83b (0,45) 2,98° (0,33) -
Silybum marianum 11,60° (2,17) 3,39 (0,53) - 10,05° (1,46) 2,77 (0,26) -

Valores expresados como: Media (desviacion estdndar, n-1), n=3. En cada fila, diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).



Resultados y discusion

7.3.- Vitamina C (acido ascorbico AA y acido dehidroascérbico ADHA)

Como se menciond anteriormente, el interés nutricional de acido ascérbico (AA) no sdlo
proviene de su actividad como vitamina C, junto con su forma oxidada, el acido
dehidroascérbico (ADHA), sino también por ser un potente antioxidante, ya sea en el
propio alimento o in vivo en el cuerpo humano, siendo capaz de neutralizar los posibles

radicales libres presentes en el medio.

La vitamina C abunda en los alimentos de origen vegetal, destacando entre las hortalizas el
pimiento verde (131 mg/100g), perejil (190 mg/100g) y las coles de Bruselas (100
mg/100g) (Moreiras et al., 2010).

Respecto al contenido medio de vitamina C total (correspondiente a la suma de AA +
DHAA) de los vegetales silvestres de hoja objeto de estudio, se encontraron diferencias
significativas entre las mismas (p < 0,05), siendo la especie Silybum marianum la especie
que presentd un menor contenido total (2,73 mg/100g) mientras que en Rumex pulcher se
encontré el contenido medio mas alto de dicha vitamina (35,07 mg/100g), seguida por

Papaver rhoeas (31 mg/100g), como se muestra en la figura 7.4 y tabla 7.4 a,b.

El AA fue la principal isoforma encontrada por término medio en Rumex pulcher y Rumex
papillaris (representando un 57,66 y 55,33% respectivamente, del contenido de vitamina C
total). Ambas isoformas estuvieron repartidas practicamente a partes iguales en Papaver
rhoeas y Beta maritima. Por el contrario, en Anchusa azurea y en las especies
pertenecientes a la familia de las Asteraceas, la principal isoforma fue el ADHA;
representando el AA en estos casos menos del 2,99 % del contenido total de vitamina C
(incluso a veces aparece en cantidades traza, estando toda la vitamina C en su forma
oxidada). Ademas, estads especies fueron las que presentaron niveles mas bajos de
vitamina C total, diferenciandose muy claramente las especies que se consumen peladas

(es decir Unicamente se consumen sus pencas, como es el caso de Scolymus hispanicus y
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Silybum marianum, por sus bajos contenidos de vitamina C total (3,29 mg/100g y 2,73
mg/100g, respectivamente) y de la forma reducida (AA), con valores de 1,10 mg/100g vy
0,35 mg/100g respectivamente. Esto puede ser indicativo de que la vitamina C en los
vegetales estd frecuentemente localizada, en niveles superiores, en los tejidos foliares

como ya indicd Loewus (1999).

mg/100g

Figura 7.3.1.- Contenido medio de vitamina C total, AA y ADHA (mg/100g) en las verduras silvestres de hoja
y perfil cromatografico de acido ascérbico presente en Rumex pulcher. Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05), n > 12.

Comparando nuestros resultados con los obtenidos por distintos autores, los valores de
vitamina C totales encontrados en Taraxacum obovatum, en el presente estudio (16,72
mg/100g, donde 14,48 mg/100g son de ADHA) son diferentes e inferiores a los
encontrados por Escudero y De Arellano (2003), quienes establecieron valores de 53

mg/100g en algunas muestras de origen argentino de dicha especie.
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Vardavas et al. (2006b) analizé el contenido de vitamina C total de especies silvestres de
origen cretenses, de la familia de las compuestas, como Cichorium intybus, Scolymus
hispanicus, Sonchus oleraceus y Taraxacum sp., encontrando niveles superiores de dicha
vitamina en comparacidon con las especies espafolas, a excepcidon de la achicoria que
presentd valores similares a los del presente estudio (23 mg/100g) y destacando
especialmente el cardillo, el cual presentd una concentracion 10 veces superior (38
mg/100g). Por el contrario, en especies como Beta maritima y Papaver rhoeas, los valores
indicados por este autor son significativamente inferiores a las de sus parientes de

procedencia espafiola, un 40 y 55% menos respectivamente (Vardavas et al., 2006b).

Si comparamos ahora los contenidos de vitamina C de las plantas silvestres con sus
parientes cultivados (Souci et al., 2008), algunas especies silvestres presentaron valores
inferiores a las cultivadas, como es el caso de la acelga silvestre (Beta maritima) respecto a
Beta vulgaris, con valores de 21,36 y 39 mg/100g, respectivamente; o del diente de ledn,
en el cual la especie silvestre (Taraxacum obovatum) presenta un contenido muy inferior
(16,72 mg/100g) al que presenta la especie cultivada (Taraxacum officinale) con 68
mg/100g. En otros casos como la achicoria (Cichorium intybus) el contenido de vitamina C
en la especie silvestre es algo mas del doble que en la variedad cultivada (19,80 y 8,7

mg/100g respectivamente).

El contenido de vitamina C total para cada localidad y afio, de cada muestra considerada

en este estudio se muestra en las tablas 7.3.1. ay b.
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Tabla 7.3.1a.- Contenido de acido ascdrbico (AA), dehidroascérbico (ADHA) y vitamina C

total en las verduras silvestres de hoja pertenecientes a la familia Asteraceae, analizadas

en el presente estudio

Vitamina C (mg/100 g )
Especie
Afio Loc. AA ADHA Vitamina C total
2007 A | 3,55°(0,20) 18,45° (0,00) 22,11° (0,00)
Chondrilla juncea B | 0,577 (0,01) 10,56° (0,72)  11,14° (0,73)
2008 | A | 1,15° (0,02) 17,96° (0,35)  18,98° (0,27)
B Tr. 13,80°°(0,37)  13,80°°(0,37)
2007 A | 7,00°(0,28) 15,16™(0,48)  22,15° (0,47)
S B | 1,45% (0,53) 18,83 (1,74) 20,29° (1,31)
Cichorium intybus b ab b
2008 | A | 3,45° (0,77) 16,58°°(0,71) 20,02° (1,33)
B | 7,61°(0,67) 10,07% (1,75) 16,72° (1,70)
2007 A | 2,82%(0,79) 7,87% (1,40) 10,72° (0,61)
5008 A | 1,55™(0,48) 9,60°® (1,95) 11,04° (2,11)
Sonchus oleraceus B | 403°(0,21) 11,80™(2,77) 13,99° (0,04)
2005 A | 421° (0,39) 13,16°(0,15) 17,37™(0,30)
B | 0,71% (0,01) 21,15° (2,45) 21,85° (2,43)
5007 A | 1,847 (0,50) 10,707 (1,28)  12,53° (1,00)
B | 1,46° (0,40) 17,65 (0,92) 19,53° (1,19)
Taraxacum obovatum | a a
5008 A | 1,46° (0,18) 10,43° (1,29) 11,89° (1,42)
B | 2,277 (0,15) 19,99° (2,12)  22,94° (1,74)
5007 A | 041%(0,71) 1,14 (1,97) 1,55% (2,68)
] ] B | 0,98°(0,09) 3,81° (0,67) 4,83° (0,61)
Scolymus hispanicus ) s
5008 A Tr. 0,91° (0,37) 0,91° (0,37)
B Tr. 2,80° (0,200 2,80% (0,20)
5007 A | 1,04° (0,19) 1,90° (0,29) 2,94° (0,17)
] ) B nd 1,87° (0,14) 1,87° (0,14)
Silybum marianum s b b
5008 A | 049° (0,18) 2,73 (0,13)  3,08° (0,17)
B Tr. 3,05° (0,16) 3,05° (0,15)

Valores expresados como: Media (desviacidon estandar, n-1), n=3. En cada columna y para cada especie,

diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Loc (localidad); Tr ( trazas: < 5 ug/100g)
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Tabla 7.3.1b.- Contenido medio de acido ascdrbico (AA), dehidroascorbico (ADHA) y
Vitamina C total en las verduras silvestres de hoja pertenecientes a otras familias,

analizadas en el presente estudio

Vitamina C (mg/100 g )
Especie Afio | Loc. AA ADHA Vitamina C
total

2007 | B | 0,62%°(0,04) 4,81° (0,43) 5,41° (0,41)
2008 | A | 0,557 (0,06) 16,58° (2,23) 17,13° (2,25)
Anchusa azurea B | 0,81™(0,05) 12,93%(0,96) 13,74°°(0,92)
2009 | A | 0,99°(0,17) 15,75° (0,01) 16,74% (0,15)
B | 1,39° (0,04) 16,64° (0,29) 18,03° (0,33)
2007 | A | 10,37°(0,23) 9,89%° (1,45) 20,26° (1,26)
. B | 10,02°(0,75) 8,47 (533) 18,49° (4,57)

Beta maritima c b a
2008 | A | 11,74°(0,24) 14,04° (2,44) 25,787 (2,66)
B | 7,82% (0,81) 9,90° (0,68) 19,87° (1,82)
2007 | A | 12,527(0,52) 5,64% (2,27) 18,15% (1,88)
B | 14,49°(0,77) 16,15°(0,96) 30,65° (1,24)

Papaver rhoeas s b b
2008 | A | 12,29°(1,68) 15,37° (0,82) 27,67° (2,37)
B | 17,14°(1,29) 30,11° (0,53) 47,63% (2,11)
2007 | A | 22,49°(3,30) 2,85° (2,41) 2535° (0,89)
o B |7,81° (0,50) 14,42°(0,79) 22,22°°(1,26)
Rumex papillaris | 5008 | A | 661° (1,65 9,64° (0.86) 21,07 (2,69)
B |19,15° (2,24) 12,40° (1,30) 31,21° (4,37)
2009 | A |3,15° (0,05) 16,21° (0,74) 18,93° (0,15)
2007 | A |24,16° (0,72) 4,27° (3,33) 28,69° (2,54)
B |16,73° (1,92) 12,98° (1,89) 29,71° (3,75)
Rumexpulcher | 2008 | A |22,25° (1,23) 17,88° (3,74) 40,13 (3,49)
B |16,65° (1,90) 22,33° (0,98) 38,98° (1,75)
2009 | A |30,78°(0,72) 16,09 (0,17) 46,47° (0,11)

Valores expresados como: Media (desviacidon estandar, n-1), n=3. En cada columna y para cada especie,

diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Loc (localidad).
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El acido ascdrbico es un parametro muy condicionado por variables ambientales; en este
sentido, el contenido tanto de vitamina C total como de cada una de sus formas activas,
en muestras de la misma especie recolectadas en diferentes lugares y afos, fue muy
variable (tabla 7.3.1.a y b), llegando a alcanzar coeficientes de variacion intraespecie de
49,79% (en el caso de Anchusa azurea). En este sentido, en el caso de la comparativa entre
temporadas, se observd que la achicoria (Cichorium intybus), la lenguaza (Anchusa
azurea), la ajonjera (Chondrilla juncea), la cerraja (Sonchus oleraceus), la amapola
(Papaver rhoeas) y la romaza (Rumex pulcher) presentaron una variacion significativa (p <
0,05) en el contenido de vitamina C total en 2008 respecto del 2007, concretamente,
destaco la cerraja por presentar valores superiores (p < 0,05) en el 2009, respecto del 2008
y éste respecto del 2007, asimismo, el cardo (Silybum marianum) presentd valores
significativamente superiores (p < 0,05) en el 2008 respecto del 2007. Asimismo, teniendo
en cuenta la variable localidad, la ajonjera, la amapola, la acedera la cerraja y el diente de
ledn mostraron las mayores variaciones destacando El Encin, Cadalso de los Vidrios y
Valdelatas por ser las localidades en las que se observaron valores superiores en el
contenido total de vitamina C para las especies anteriormente mencionadas. De entre
todas ellas destacd, el diente de Ledn Rumex pulcher por presentar una diferencia de en
torno a 18 mg/100 g entre localidades, al igual que la amapola (Papaver rhoeas) por
presentar valores significativamente superiores (diferencia de 12 a 20 mg/100g) entre

ambos afios.

La acelga silvestre (Beta maritima) presenté valores muy estable de vitamina C total entre
localidades y afos, asi como respecto al reparto de ambas formas (con niveles parecidos),

predominando a veces uno u otro en funcién del muestreo.

En general, a pesar de las variaciones encontradas en el total de vitamina C, se mantuvo el
predominio de la forma AA o ADHA, para una misma especie, con la Unica excepcion de la
muestra de Rumex papillaris que presentd diferencias en las proporciones de ambas

isoformas en las diferentes muestras analizadas.
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7.4.- Acidos organicos

Los acidos organicos son compuestos imprescindibles para el normal funcionamiento del
metabolismo en las plantas, y algunos de ellos pueden tener actividad biolégica como
antioxidantes debido a su capacidad de quelar o secuestrar metales, y por lo tanto, un

impacto positivo en la salud humana (Seabra et al., 2006).

Hasta la fecha, no se han encontrado referencias bibliograficas relativas al perfil de acidos

organicos diferentes al acido oxalico, en vegetales silvestres comestibles.

En las muestras objeto de estudio se identificaron el acidos oxalico, glutamico, malico,
citrico, fumarico y succinico. A modo de ejemplo la figura 7.4.1 muestra el perfil

cromatografico tipico de los dcidos organicos en Rumex papillaris.

OoX
FU
CIT

GL

Figura 7.4.1.- Perfil cromatografico de acidos organicos de Rumex papillaris. Acido oxélico (OX), Acido

glutamico (GL), 4cido mdlico (MA), acido ascorbico (AA), acido citrico (CIT) y acido fumarico (FU).

Como se observa en la figura 7.4.2, el contenido total en acidos organicos varia mucho en
funcién de la especie estudiada (p < 0,05), desde los 0,2 g/100g aprox. presentes en

Chondrilla juncea a los 1,2 g/100g aprox. observados en Silybum marianum.
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Figura 7.4.2.- Contenido de acidos organicos (g/100g) de las verduras silvestres de hoja

El acido oxalico ha sido descrito como el acido organico mayoritario en muchas verduras
de hoja, tanto silvestres como cultivadas (Guil et al., 1996b). En el presente estudio, el
acido oxdlico, se presentd como el acido orgdnico mayoritario en todas de las especies
silvestres de hoja analizadas, a excepcién de Taraxacum obovatum y Cichorium intybus,
cuyo acido organico principal fue el acido malico, presentando valores de 110 y 90 mg/100

g sobre materia fresca.

El 4cido oxalico en las plantas, se forma a través de diferentes fuentes y/o rutas
biosintéticas, donde ciertos acidos pertenecientes al ciclo de los acidos tricarboxilicos
(isocitrico, oxalacético y glicdlico) pueden intervenir en la sintesis de este acido, ademas,
del acido ascdrbico y el glioxilato, que son donadores de carbono en la sintesis de acidos
orgdnicos. Son una de las principales fuentes para la sintesis del acido oxalico en las
plantas (tanto en las plantas C3 o C4) principalmente el acido ascérbico, mediante su
degradacion no enzimdtica en acido oxdlico y acido L-treonico, tal y como se ha
comprobado por marcadores C* en especies de géneros como Beta, Rumex,
Chenopodium, Spinacia, etc., observandose la acumulacién de acido oxalico en las mismas

(Loewus, 1999).
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En algunas plantas de la familia de las Compuestas, Euforbidceas, Quenopodiaceas,
Zigofiladceas, Portulacdceas o Lilidceas, los acidos orgdnicos cobran especial importancia,
(especialmente los acidos oxalico, malico y aspartico), debido a que algunas especies de
dichas familias incorporan el HCO5;" y CO, atmosférico mediante el ciclo carboxilico C4 (por
lo que se las conoce como plantas C4), sintetizando moléculas de cuatro dtomos de
carbono como son el acidos malico y aspartico, partir del fosfoenolpiruvato (PEP) por
accion de la PEP-carboxilasa. El acido oxalacético es un compuesto intermedio muy
inestable por lo que rapidamente se transforma en acido malico y aspartico, que seran
transportados a la vaina, acumuldndose en sus vacuolas. Asi, las plantas C4 presentan
concentraciones superiores de estos acidos organicos respecto a las plantas C3 (plantas
con ciclo carboxilico normal). Algo similar ocurre en las plantas CAM (Crassulacean acid
metabolism) entre las que destacan las plantas suculentas y otras especies pertenecientes
a las familias de las Lilidceas y Portulacaceas; las cuales han desarrollado un mecanismo de

supervivencia ante épocas de sequia.

El 4cido oxdlico suele presentarse en mayores proporciones en las plantas en desarrollo y
crecimiento, dada su intervencién en el ciclo de Calvin para la sintesis de azlcares y
aminoacidos. Las especies silvestres estudiadas fueron recolectadas en las primeras etapas
del desarrollo foliar, dado que es en ese estadio como se consumen tradicionalmente, por
lo que es asumible que las concentraciones de este acido organico se encuentre en
mayores proporciones, especialmente en las plantas C4 por su especial sistema de
asimilacién del CO,, que incide en el metabolismo de los dcidos organicos, como ya se ha
comentado anteriormente (Baceld Goll et al., 1995; Lea y Leegood, 1997). En el presente
estudio, los contenidos de &cido oxalico oscilaron entre 20 mg/100g a 1030 mg/100g

(Taraxacum obovatum y Silybum marianum, respectivamente).

La presencia de oxalatos en las plantas puede interferir con la absorcidon de calcio y
contribuir a la formacién de cdlculos renales de oxalato en el cuerpo. Aunque el acido

oxalico tiene una toxicidad relativamente baja (con 5 g como dosis minima letal para un
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adulto), su efecto negativo en la reduccién de la disponibilidad de calcio en la dieta y su
contribucién a la formacién cdlculo de oxalato cdlcico en los rifiones es bien conocido,
recomendandose que la relacidén entre acido oxalico/calcio no sea superior a 2,5 en los
alimentos, para evitar este efecto negativo (Guil et al., 1996b). Desde este punto de vista,
se deben incluir en la dieta los alimentos con contenidos bajos de acido oxalico, para
evitar la posibilidad de efecto de formacién de complejos de oxalato calcico y sus efectos

negativos.

Dicho 4cido orgdnico fue el mayoritario dentro de las especies de Rumex, estando estos
resultados de acuerdo con los presentados en otras especies de Rumex estudiadas
anteriormente por otros autores (Guil et al., 1997). Los valores de 4cido oxalico publicados
en especies cultivadas del diente de ledn Taraxacum officinale, estdn en torno a 24
mg/100 g (Souci et al., 2008), similares a los que presentan otras especies silvestres

cercanas.

El cardillo y el cardo fueron dos de las especies con niveles mds elevadas de acido oxdlico
(490 mg/100g y 1030 mg/100g). En muchas especies, los acidos orgadnicos una vez
sintetizados en el mesdfilo de la hoja son acumulados en la vaina, y concretamente en
estos casos, al consumirse Unicamente sus pencas, es de esperar la presencia de niveles

elevados de este acido, en las mismas (Barcell6 Coll et al., 1995).

En relacidn a la acelga silvestre, ésta presentd un contenido medio de acido oxalico de 582
mg/100g, valor similar al de la especie cultivada, cercanos a la especie cultivada (Beta
vulgaris), con valores de 650 mg/100g (Souci et al., 2008). Otros autores han obtenido
niveles similares a los obtenidos en el presente estudio, en muestras de acelga silvestre
recolectadas en zonas del sureste de Espafia. Los elevados valores de acido oxdlico
obtenidos para esta especie concuerdan también con lo indicado por Chai and Liebman
(2005), los cuales establecieron valores de 1145 mg/100g en crudo para la acelga cultivada

(Beta vulgaris).
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El dcido glutdmico, se encontrd en seis de las once las especies silvestres de hoja, tal y
como se muestra en la figura 7.4.2 y tabla 7.4.1.a y b, con valores medios en torno a 40
mg/100g a 200 mg/100 g sobre sustancia fresca, destacando Anchusa azurea y Rumex

papillaris, respectivamente.

Para el acido citrico, los niveles medios detectados en las especies estudiadas oscilaron
entre 1 mg/100g encontrados en el cardo mariano (Silybum marianum) frente a los 149
mg/100 g en la amapola (Papaver rhoeas). El acido fumarico en las especies silvestres de
hoja presentd valores inferiores a 123 mg/100 g en Silybum marianum, no siendo

detectado en las especies pertenecientes al género Rumex.

Como se ha comentado anteriormente, los dcidos orgdnicos son compuestos cuya sintesis
esta muy supeditada a las condiciones de estrés al que se ve sometida la planta, y a las
condiciones geograficas y climatoldgicas de su entorno (Nakata, 2003). Varios estudios
demuestran que las plantas utilizan los acidos organicos y sus sales (como citrato y
malato) en mecanismos que les permiten tolerar y eliminar metales pesados como el
plomo, aluminio, cadmio, etc. que estan presentes en el medio ambiente (Ryan et al.,
2001; Yang, et al., 2002). Asimismo, dada su intima relacién con el ciclo fotosintético, su
sintesis también se ve influida por el balance hidrico y la exposicidn luminica a la que se ve

expuesta la planta (Lopez-Bucio et al., 2000).
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Tabla 7.4.1a.- Acidos organicos cuantificados en las verduras silvestres de hoja de la

familia Asteraceae (g/100g) estudiadas

Acidos organicos (g/100 g)

Especie Afio | Loc Acido Acido Acido Acido Acido
’ oxalico glutamico malico citrico fumidrico
2007 A | 0,027(0,00) nd 0,01? (0,00) Tr. Tr.
B 0,02° (0,00 d 0,03° (0,00 0,027 (0,00 Tr.
Chondrilla juncea b ( ) n b ( ) a ( )
2008 A | 0,30°(0,01) nd 0,11° (0,05) 0,017 (0,01) nd
B | 0,05% (0,00) nd 0,19° (0,03)  0,14° (0,01) nd
2007 A 0,02%(0,00) 0,03 (0,01) 0,03 (0,00) 0,017 (0,00) Tr.
o B | 0,01° (0,00) 0,037 (0,000 0,06° (0,00) 0,027 (0,00) Tr.
Cichorium intybus b b b b
2008 A | 009° (0,01) 0,06° (0,01) 0,15° (0,04) 0,08"° (0,01) Tr.
B | 0,07°(0,02) 0,08° (001 015° (0,01) 0,02° (0,00) Tr.
2007 A |0,0° (0,02) 0,01° (0,00) 0,09% (0,01) 0,01% (0,00) Tr.
2008 | A |0,39° (0,12) nd 0,20%°(0,10) 0,027 (0,01) Tr.
Sonchus oleraceus B | 0,39°(0,05) 0,05° (0,000 0,05° (0,000 0,47° (0,04)  0,04%(0,00)
2009 A | 0,84°(0,03) nd 0,40° (0,16) nd Tr.
B | 0,93°(0,03) nd 0,47"° (0,05) nd Tr.
2007 A | 0027 (0,01) 0,047 (0,000 0,06 (0,01) 0,017 (0,00) Tr.
Taraxaeum obovatum B | 0,01%(0,00) 0,02°(0,000 0,10 (0,03) 0,01° (0,00) Tr.
2008 A 0,03%(0,00) 0,107 (0,03)  0,05° (0,00) Tr. nd
B | 0,01° (0,00) nd 0,17° (0,01)  0,03° (0,01) Tr.
2007 A | 0,087 (0,01) nd 0,09° (0,00) 0,017 (0,00) Tr.
. . B 0,05° (0,00) nd 0,07? (0,00) Tr. Tr.
Scolymus hispanicus b R c
2008 A | 0,72° (0,01) nd 0,07% (0,00)  0,15° (0,02) nd
B 1,27° (0,14) nd 0,09° (0,00) 0,06° (0,01) nd
2007 A |0,26° (0,02) nd Tr. Tr. 0,01° (0,00)
B | 0,19° (0,00) nd Tr. Tr. 0,22° (0,08)
Silybum marianum | 5008 | A | 2,20 (0,04) nd Tr. nd 0,14° (0,01)
B | 1,19° (0,01) nd Nd nd 0,13° (0,01)

Valores expresados como: Media (desviacidn estandar, n-1) n=3. En cada fila, diferentes letras indican

diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
Loc. (localidad); nd (no detectado); Tr. (trazas: < 5 mg/100g).
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Tabla 7.4.1.b.- Acidos orgénicos cuantificados en las verduras silvestres de hoja de otras

familias (g/100g) estudiadas

Acidos organicos (g/100 g )

Especie Aflo Loc Acido Acido Acido Acido Acido
’ oxalico glutamico malico citrico fumarico
2007 B 0,01° (0,00) 0,227 (0,04) 0,027 (0,00) 0,016° (0,00) 0,01% (0,00)
5008 A 0,48 (0,06) nd 0,05° (0,00) nd 0,06 (0,00)
Anchusa azurea B 0,64° (0,03) 0,19° (0,02) 0,19° (0,02) 0,029° (0,00) 0,07* (0,01)
5009 A 0,47 (0,07) nd 0,05° (0,00) nd 0,09°° (0,01)
B 0,37°°(0,02) nd 0,06° (0,01) nd 0,13° (0,00)
5007 A 0,22° (0,43) nd 0,01° (0,00)  0,03° (0,00) 0,017 (0,00)
» C 0,20° (0,01) nd 0,01° (0,000 0,33°(0,04) 0,01° (0,00)
Beta maritima b b ¢
5008 A 1,07° (0,03) nd 0,17° (0,00)  0,14° (0,01) nd
B 0,99° (0,05) nd nd 0,08 ° (0,01) nd
5007 A 0,20° (0,01) 0,087 (0,02) 0,06° (0,01) 0,03* (0,000 0,01% (0,00)
Papaver thoeas B 0,17° (0,03) 0,11° (0,01) 0,10° (0,01) 0,41° (0,03)  0,01° (0,00)
P 5008 A 0,63° (0,07) 0,07° (0,01) 0,14° (0,05) 0,03° (0,01) Tr.
B 0,85° (0,05) nd 0,28° (0,01) 0,09 *(0,01) Tr.
A 0,06 (0,01) 0,34° (0,00) 0,03° (0,000 0,01° (0,00) Tr.
2007 B 0,03° (0,01) 0,26™(0,12) 0,02% (0,01) T T
’ ’ ’ ’ ’ ’ r' r'
Rumex papillaris 5008 A 0,26° (0,00) 0,18° (0,01) 0,05 (0,00) 0,03° (0,00) nd
B 0,36° (0,01) nd 0,32° (0,02) nd nd
2009 A 0,56 (0,07) nd 0,16° (0,02)  0,10° (0,02) Tr.
’ ’ n ’ ’ ’ ’ n
5007 A 0,13° (0,02) d 0,01° (0,00) 0,037 (0,00) d
B 0,05° (0,01) nd 0,01° (0,00)  0,05° (0,01) nd
Rumex pulcher A 0,42° (0,05) nd 0,05° (0,01)  0,15° (0,00) nd
P 2008
B 0,36° (0,00) nd 0,11° (0,02)  0,09° (0,00) nd
2009 A 0,73° (0,02) nd Tr. nd nd

Valores expresados como: Media (desviacion estandar, n-1) n=3. En cada columna y para cada especie,
diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
Loc. (localidad); nd (no detectado); Tr. (trazas: < 5 mg/100g)
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Si comparamos el contenido de acidos orgdnicos teniendo en cuanta la variable afo vy
localidad, en 2008 y 2009 se detectaron niveles mucho mds elevados que en 2007
(p <0,05), especialmente en los valores de acido oxalico (AO) a excepcion del diente de
ledn, cuyos valores permanecieron bastante estables. Destacan las especies silvestres
pertenecientes a la familia Portulacaceae y Asteraceae, como Beta maritima o Sonchus
oleraceus mostrando valores superiores en 2008 y 2009 en ambas localidades. Dentro de
la familia de las compuestas (Asteraceae) también destacan la achicoria (Cichorium
intybus), el cardillo (Scolymus hispanicus) y el cardo (Silybum marianum), con grandes
diferencias en el contenido de acidos orgdnicos. También destacan otras especies, como
Rumex papillaris (acedera), Rumex pulcher (romaza) y Papaver rhoeas (amapola), que
presentaron valores significativamente superiores en la tercera y segunda temporada de

recoleccion.

Teniendo en cuenta la variable localidad, no se observaron diferencias significativas en el
contenido de acido oxalico, a excepcion de la acelga silvestre, destacando la localidad de

Morata por observarse un mayor contenido de acido oxalico para esta especie.

Segun Massey (2007), hay por lo menos tres causas bioldgicas diferentes responsables de
la variaciones en el contenido de oxalato en los vegetales: la parte de la planta, las

diferencias genéticas entre los cultivares y las condiciones de cultivo.

En nuestro caso, las razones de las diferencias encontradas pueden deberse tanto a
diferencias genéticas entre las dos poblaciones de plantas seleccionadas, asi como debido
a diferencias en las condiciones ambientales. En el presente trabajo, se observaron
diferencias en las condiciones climaticas a que se vieron sometidas las muestras objeto de
estudio. Asi, comparando los datos proporcionados por el instituto nacional de
meteorologia (AEMET-Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino) para 2008
respecto del 2007, se apreciaron mayores temperaturas medias en los meses de

recoleccion (marzo-abril), mientras que las precipitaciones medias fueron menores en el
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mes de marzo, y superiores en el mes de abril. Dichas variaciones climaticas podrian haber
condicionado la fenologia o estado de desarrollo y por lo tanto la actividad metabdlica de
las plantas, asi como la concentracién de compuestos como son los acidos organicos,
implicados en el desarrollo, y maduracion de la planta, pudiendo ser la causa de los
mayores niveles de acidos orgdnicos observados en las especies estudiadas durante el

2008.

Ademads, dado el cardcter silvestre de las especies estudiadas, el momento dptimo de
recoleccion esta condicionado al grado de maduracién aparente de las mismas, pudiendo
variar ligeramente de una temporada a otra. En 2008 se retraso la fecha de recoleccidn
(entre 2 y 15 dias) en la mayoria de especies silvestres de hoja, debido al lento crecimiento
gque experimentaron las plantas durante ese afio. Teniendo en cuenta que la recoleccion
se suele realizar antes de la floracién de las mismas, en los momentos previos al
incremento de la actividad metabdlica, esto puede suponer que en poco tiempo, pueden
variar notablemente, lo que pudiera influir en la mayor o menor presencia de estos
compuestos. Otros factores también pueden condicionar los niveles de acido oxalico en
algunas especies; en el caso concreto de Beta vulgaris, tal y como indicaron Franceshi y
Horner (1980) y posteriormente Caliskan (2000), las concentracién en iones nitrato y
amoénio del medio pueden condicionar los niveles de acido oxdlico en la planta, donde
altas concentraciones de estos nutrientes puede favorecer la inhibicidn de la oxidacidn del
acido oxalico, y la acumulacién de dicho acido en la planta. Dicha afirmacién corrobora lo
anteriormente mencionado sobre la importancia del ratio nitrato/amonio con la

concentracion de acido oxalico en la planta.

El 4cido glutdmico mostré un comportamiento mds o menos homogéneo, siendo solo
identificado y cuantificado en la achicoria, la cerraja, el diente de ledn, la lenguaza, la
amapola y la acedera, no observandose diferencias estadisticamente significativas en su

contenido al comparar distintas épocas ni localidades de recolecciéon. Unicamente Sonchus
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oleraceus presentd variabilidad estadisticamente significativa, con valores superiores

(p < 0,05) para las muestras recolectadas en El Encin.

Respecto al contenido de acido malico, se observaron diferencias significativas (p < 0,05)
entre temporadas, a excepcion del cardillo (Scolymus hispanicus), el cardo (Silybum
marianum) y el diente de ledn (Taraxacum obovatum). Si bien, dicha variacién fue menos
acusada que para el acido oxalico, especialmente en especies como la acelga silvestre
(Beta maritima), la achicoria (Cichorium intybus), la ajonjera (Chondrilla juncea) y la cerraja
(Sonchus oleraceus), presentando diferencias de una temporada a otra, en torno a 110-
300 mg/100g en funcion de la especie y de la localidad, destacando la achicoria y la
cerraja. Asimismo, otras especies presentaron valores significativamente diferentes
(p < 0,05) en el contenido de acido malico, como es el caso de la acedera, la romaza y la
amapola silvestre (de hasta 300 mg/100g). Respecto a la influencia entre localidades,
Unicamente se observé variacion significativa (p < 0,05) en el contenido de este acido en el
caso de la cerraja y el diente de ledn, las cuales mostraron valores superiores para las
muestras recolectadas en las localidades de Cadalso de los Vidrios y Valdelatas,

respectivamente.

Para el 4cido citrico, se observé la misma dindmica que para el resto de acidos organicos
ya mencionados, con valores significativamente superiores en 2008 y 2009 respecto a
2007, en el caso de Chondrilla juncea, Rumex papillaris y Scolymus hispanicus, destacando
el cardillo con hasta 150 mg/100g mas para las muestras recolectadas en Valdelatas.
Teniendo en cuenta la influencia de la localidad en el contenido de dicho acido organico,
Unicamente se observd variacién estadisticamente significativa Chondrilla juncea y
Sonchus oleraceus, mostrando valores superiores en el caso de las muestras recolectadas
en el Pioz y Valdelatas, respectivamente. Esta influencia se observa especialmente en la
acelga silvestre donde la acumulacién de acido oxdlico, mediada por la concentracién de
ciertos nutrientes en el suelo, tal y como se ha mencionado anteriormente, favorece la

formaciéon de otros acidos organicos como el acido citrico e isocitrico via ciclo de Krebs
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(Barceld Coll et al., 1995). Dicha variabilidad puede deberse al caracter silvestre de las
muestras de estudio, de modo que se ven condicionadas tanto a factores propios del

suelo, como es la riqueza en nutrientes, y las condiciones climatoldgicas.

7.5.- Acido félico y folatos

La importancia nutricional del acido félico y sus folatos deriva de sus efectos preventivos
frente a diversas patologias, incluidos diversos tipos de tumores, enfermedad
cardiovascular (debido a que reduce los niveles de homocisteina), y algunas enfermedades

degenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Gerber, 2001; Sydow y Boger, 2001).

Los folatos estan presentes en la mayoria de los alimentos, especialmente en las verduras
de hoja verde, como son los berros (214 pg/100g de porcion comestible), la escarola (267

ug/100g), las acelgas (196 ug/100g) y las espinacas (140 ug/100g) (Moreiras et al.,2010).
Los contenidos relativos al contenido de acido folico y folatos de las muestras analizadas

en el presente estudio, se calcularon a partir de la integracién de los picos cromatograficos

de 5MTHF-monoglutamato y 5SMTHF-diglutamato (tabla 7.5.1y figura 7.5.1).
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Tabla 7.5.1.- Contenido de acido félico y folatos (mg/100g) en las especies silvestres de

hoja analizadas en el presente estudio

Especie SMTHF-DG SMTHF-MG Folatos totales
Anchusa azurea 0,916 (0,053) 0,001 (0,000) 0,917% (0,053)
Beta maritima 0,525 (0,065) 0,001 (0,000) 0,525° (0,065)
Papaver rhoeas 0,249 (0,005) 0,005 (0,002) 0,254 be (0,002)
Rumex papillaris 0,307 (0,001) 0,006 (0,004) 0,313 cd (0,003)
Rumex pulcher 0,737 (0,149) 0,007 (0,000) 0,744 (0,150)
Chondrilla juncea 0,116 (0,050) 0,001 (0,001) 0,118 (0,052)
Cichorium intybus 0,439 (0,010) 0,001 (0,000)  0,440% (0,010)
Sonchus oleraceus 0,281 (0,038) Tr. 0,281 (0,037)
Taraxacum obovatum 0,553 (0,086) 0,003 (0,000) 0,556° (0,084)
Scolymus hispanicus 0,310 (0,011) 0,003 (0,000) 0,313 o (0,008)
Silybum marianum 0,068 (0,001) Tr. 0,068° (0,002)

Valores expresados como: media
estadisticamente significativas (p < 0,05).
S5MTHF-DG (5-metiltetrahidrofolico-diglutamato), SMTHF- MG (5-metiltetrahidrofélico-monoglutamato).

g /)

Tr. (trazas: < 0,5 pug/100g)

de

cd cd

bc
ab

(desviacion estandar, n-1). Diferentes letras indican diferencias

Figura 7.5.1.- Contenido total de folatos en las especies silvestres de hoja y perfil cromatografico de folatos

en Anchusa azurea. Las letras indican las diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

MG (5MTHF-Monoglutamato); DG(5MTHF-Diglutamato).
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Anchusa azurea fue la especie que presentd un mayor contenido de folatos totales (0,917
mg/100g), seguido por Rumex pulcher (0,744 mg/100g), mientras que Silybum marianum 'y
Chondrilla juncea presentaron los contenidos mas bajos (0,068 y 0,118 mg/100g

respectivamente).

Hasta la fecha no existen datos bibliograficos relativos al contenido de acido fdlico y
folatos de las especies silvestres comestibles, con los que comparar nuestros resultados,
existiendo solamente referencias bibliograficas relativas al contenido de acido félico y
folatos de algunos parientes cultivados de algunas de las especies estudiadas, como es el
caso la acelga cultivada (Beta vulgaris), con valores entre 0,030 y 0,045 mg/100g segun
Souci et al.,, 2008 y Miyamoto, 1973, respectivamente, mientras que otros autores
indicaron contenidos superiores de 0,144 mg a 0,290 mg/100g (segun Taguchi, 1972 y
Iwatani et al., 2003, respectivamente), ambos valores muy inferiores a los obtenidos en su
variedad silvestre (Beta maritima, 0,525 mg/100g), al igual que en el caso de Cichorium
intybus y Taraxacum obovatum, ambas especies silvestres presentaron cantidades
superiores (0,440 mg/100g vy 0,556 mg/100g, respectivamente) que sus parientes
cultivados Cichorium intybus, Cichorium endivia y Taraxacum officinale, presentando
niveles de 0,050 mg/100g, 2643 pmol/g y 3219 pmol/g, respectivamente (Souci et al.,
2008; Wang et al., 2010).

Considerando que las recomendaciones diarias de ingesta de vitamina By estdn alrededor
de 400 pg (Trumbo, 2002), podemos afirmar que las especies silvestres de hoja que se han
analizado en el presente estudio, son una muy buena fuente de acido félico y folatos,
dado que superan con creces las IDR (ingestas diarias recomendadas), destacando el

lenguaza (Anchusa azurea) que aporta hasta el doble de la IDR en adultos.
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7.6.- Acidos grasos

Respecto a la caracterizacién de las especies silvestres de hoja estudiadas, en relacién a su
contenido de compuestos lipéfilos hay que mencionar que el extracto etéreo de todas
ellas fue relativamente bajo, de 1,5 g/100 g o inferior, siendo Silybum marianum la especie
gue presentd los valores mas bajos (p < 0,05), en torno a 0,26 g/100 g, y Chondrilla juncea
la especie que presentdé mayor contenido de grasa total, 1,5 g/100g seguido por Sonchus

oleraceus con 1,28 g/100g.

A partir de la fraccién lipidica extraida, se estudié por cromatografica de gases el perfil de
acidos grasos esenciales y no esenciales de dichos vegetales. Se identificaron y
cuantificaron un total de treinta acidos grasos diferentes (Tabla 7.6.1) siendo los acidos
grasos mayoritarios el 4cido a-linolénico (ALA, C18:3n3), linoleico (AL, C18:2n6) y el acido
palmitico (PA, C16:0), a excepcion de la especie Sonchus oleraceus cuyo acido graso

mayoritario fue el acido y-linolénico (AGL, C18:3n6) (Tabla 7.6.1; figuras 7.6.1y 7.6.2).

Figura 7.6.1.- Perfil cromatografico de los acidos grasos de Chondrilla juncea. 1. C6:0; 2. C8:0; 3. C10:0; 4.
C11:0; 5. C12:0; 6. C14:0; 7. C15:0; 8. C16:0; 9. C16:1; 10. C17:0; 11. C18:0; 12. C18:1; 13. C18:2n6; 14.
C18:3n3; 15. C18:3n6; 16. C20:0; 17. C20:1; 18. C20:3n6+21:0; 19. C22:0; 20. C23:0; 21. C24:0.
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Figura 7.6.2.- Perfil cromatografico de los acidos grasos de Sonchus oleraceus. 1. C6:0; 2. C8:0; 3. C10:0; 4.
C12:0; 5. C14:0; 6. C15:0; 7. C16:0; 8. C18:0; 9. C18:1n9c; 10. C18:2n6c; 11. C18:3n6; 12. C20:0; 13. C20:3n3;
14. C21:0; 15. C21:0; 16. C24:0.

El 4cido palmitico (AP) es uno de los acidos grasos saturados mas cominmente presentes
en animales y plantas. En la Tabla 7.6.1 se muestran los valores de este acido graso
correspondientes a las especies de hoja estudiadas, donde el valor mas bajo se presenté
en la lenguaza (Anchusa azurea) con valores de 10,45%, mientras que el porcentaje mas
elevado de AP se encontré en el cardo mariano (Silybum marianum) con un 28,69%. Otros
acidos grasos saturados (AGS) caracterizados en las especies silvestres objeto de estudio
fueron el acido estearico (C18:0) y el acido lignocérico (C24:0) cuyos niveles mas altos se
observaron en Silybum marianum (5,05% y 3,36% respectivamente), asi como el acido
behénico (C22:0) que se identifico en todas las muestras, a excepciéon de Taraxacum
obovatum, mostrando en el cardillo (Scolymus hispanicus) su valor mas elevado (2,31%)

dentro de las especies estudiadas en este apartado.

El 4cido graso monoinsaturado mas abundante en las verduras silvestres de hoja fue el

acido oleico (C18:1) presente en todas las muestras con valores entre 0,92% en Sonchus

oleraceus, a 6,41% en Scolymus hispanicus.
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El acido linoleico (AL) y el acido a-linolénico (ALA) se encuentran entre los acidos grasos
poliinsaturados predominantes en las especies silvestres segln estudios previos realizados
sobre diferentes especies silvestres comestibles (Barros et al., 2010a). Se ha demostrado
que una adecuada ingesta de estos dos acidos grasos esenciales, puede contribuir a
reducir la prevalencia de enfermedades como el asma (Oddy et al., 2004), pudiendo
también prevenir la trombosis y la aterosclerosis (Hu y kitts, 2001) y reducir el riesgo de

cancer de pulmén (Xia et al., 2005).

El AL se encontrd en todas las muestras estudiadas, con valores desde 12,16% en Anchusa
azurea a 31,01% en Silybum marianum. El ALA aparecio en todas las especies a excepcion
de en Sonchus oleraceus, alcanzaron los valores mds altos en Papaver rhoeas (64,98%),
seguido de Anchusa azurea (64,74%), mientras que el porcentaje mas bajo se encontré en

Silybum marianum (21,60%).

En el caso de Sonchus oleraceus, el acido y-linolénico (AGL, C18:3n6), se encontré en
proporciones bastante elevadas (66,31%). Este resultado discrepa de los resultados
publicados por Vardavas et al. (2006a) y Guil et al. (1996a) en otras muestras de origen
cretenses y espafiol (zona centro) de la misma especie, donde establecian que el acido
graso mayoritario para la cerraja (Sonchus oleraceus) es el ALA (54,5% y 43,6%

respectivamente), mientras que el AGL se encontraba en porcentajes inferiores.

Nuestros resultados pueden explicarse por el hecho de que el AGL es un metabolito del
acido linoleico (AL, 18:2n6), concretamente es un metabolito intermediario en el proceso
de conversion de AL en 4cido araquidonico (AA, 20:4n6) (Barceld-Coblijn y Murphy, 2009).
El alto contenido de GLA en Sonchus oleraceus podria por lo tanto deberse a una actividad
extremadamente alta de A6-desaturasa, que transforman al AL en AGL durante la
conversion de AA (20:4n6). Dicha hipédtesis viene respaldada por los bajos niveles de AL
(13,78%) presentes en Sonchus oleraceus. De esta manera, estas muestras de Sonchus

oleraceus puede contribuir a la dieta por ser rica en AGL, su ausencia en la dieta se ha
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relacionado con enfermedades, como la neuropatia diabética, artritis reumatoide, asi

como enfermedades cardiovasculares, reproductivas y autoinmunes (Russo, 2009).

Por otra parte, es importante destacar la presencia de otros acidos grasos poliinsaturados,

tales como el 4cido eicosatrienoico (C20:3n6) y eicosapentaenoico (C20:5n3).

Los resultados obtenidos en este estudio, parecen estar en concordancia con los
resultados obtenidos de otros autores que han estudiado algunos vegetales silvestres
comunes a los nuestros, como es el caso de Beta maritima (Guil et al., 1996a), Taraxacum
obovatum, Scolymus hispanicus y Cichorium intybus (Guil et al., 1996a). Dichos autores
establecieron al AP, AL y ALA como los acidos grasos mayoritarios, representando el acido

a-linolénico el 50%, aproximadamente.

Por otro lado, se han comparado los resultados obtenidos en nuestro estudio con datos
publicados sobre sus parientes cultivados, como es el caso de Cichorium intybus, y de
Taraxacum officinale (Souci et al., 2008). EI AP se encontrd presente en ambas especies,
siendo el AL el 4cido graso mayoritario en Cichorium intybus, mientras que en Taraxacum
officinale fue el ALA. Dichos resultados estan en concordancia con los obtenidos en el
presente estudio a excepcion de las muestras de Cichorium intybus, donde el ALA fue el
acido graso principal. Esto podria deberse a factores externos relacionados con las

condiciones de cultivo, entre otros.

178



Tabla 7.6.1.- Contenido relativo de acidos grasos (%) en vegetales silvestres de hoja analizadas en el presente estudio

Anchusa Beta Chondrilla  Cichorium Papaver Rumex Rumex Sonchus  Taraxacum Scolymus Silypum
azurea maritima juncea intybus rhoeas papillaris pulcher  oleraceus obovatum hispanicus marianum
C6:0 nd nd 0,10 (0,00) nd 0,11 (0,04) 0,05(0,02) 0,02(0,00) 0,44 (0,19) nd 0,22 (0,00) nd
C8:0 nd 0,09 (0,02) 0,04 (0,00) 0,06(0,01) 0,01(0,01) 0,02(0,01) 0,05(0,01) 0,14(0,07) 0,01(0,01) 0,39 (0,07) nd
C10:0 0,07 (0,02) 0,08 (0,01) 0,05(0,01) 0,07(0,02) 0,06(0,02) 0,03(0,01) 0,12(0,01) 0,14(0,05) 0,09 (0,01) 0,21 (0,05) 0,19 (0,07)
C11:0 0,01 (0,00) nd 0,04 (0,00) 0,01(0,00) 0,01(0,00) nd 0,01 (0,00) nd 0,01 (0,00) nd nd
C12:0 0,07 (0,02) 0,06(0,000 0,05(0,02) 0,05(0,01) 0,14(0,04) 0,10(0,02) 0,23(0,02) 0,15(0,03) 0,35(0,05) 0,24 (0,01) 0,48 (0,09)
C13:0 0,01 (0,00) nd nd 0,01 (0,00) 0,01 (0,00) nd 0,01 (0,00) nd nd nd nd
C14:0 0,35(0,02) 0,42(0,000 0,58(0,05) 0,37(0,08 0,63(0,07) 0,51(0,35) 0,39(0,01) 1,53(0,32) 0,80(0,07) 0,79 (0,00) 0,99 (0,32)
Cl14:1 0,16 (0,02) 0,06 (0,04) nd 0,08 (0,09) 0,22 (0,01) 2,75(0,33) 0,14(0,14) nd 0,25 (0,01) nd nd
C15:0 0,12 (0,00) 0,15(0,03) 0,22(0,03) 0,22(0,04) 0,19(0,03) 0,74(0,04) 0,24(0,02) 0,09 (0,01) 0,25(0,04) 0,57 (0,05) 1,04 (0,00)
C16:0 10,45 (0,62) 11,03 (0,15) 12,96 (0,47) 10,64 (0,63) 9,66(0,39) 11,20(0,32) 9,30(0,11) 10,43 11,83 (0,09) 20,65 (0,85) 28,69 (1,60)
Cle6:1 0,14 (0,01) 0,11(0,00) 0,11(0,00) 0,13(0,04) 0,16(0,01) 0,20(0,09) 0,21(0,01) nd 0,21 (0,00) 1,43 (0,15) nd
C17:0 0,22 (0,01) 0,21(0,01) 0,38(0,02) 0,24(0,01) 0,24(0,00) 0,21(0,01) 0,33(0,00) nd 0,57 (0,01) 1,26 (0,00) 1,30 (0,06)
C18:0 1,67 (1,19) 1,67 (0,01) 2,17 (0,03) 1,39 (0,06) 1,46 (0,01) 0,80(0,06) 1,73(0,03) 1,58(0,15) 2,45(0,03) 3,91 (0,13) 5,05 (0,41)
C18:1n9 2,20 (0,00) 3,51(0,01) 1,91 (0,01) 1,61 (0,04) 1,36 (0,00) 5,80(0,14) 4,22(0,01) 0,92(0,10) 3,24(0,01) 6,41 (0,07) 3,86 (0,10)
C18:2n6 12,16 (0,11) 21,28 (0,04) 19,92 (0,17) 21,14(0,06) 16,53(0,01) 22,79(0,19) 17,03 13,78 17,64 (0,08) 26,44 (0,26) 31,01 (0,63)
C18:3n6 1,46 (0,03) nd 0,13 (0,00) 0,33 (0,00) nd nd nd 66,31 0,16 (0,00) nd nd
C18:3n3 64,74 (0,23) 57,80(0,03) 56,27 (0,13) 60,45 (0,41) 64,98 (0,07) 51,77 (0,14) 62,97 nd 58,53 (0,23) 30,55(0,23) 21,60(0,25)
C20:0 1,64 (0,17) 0,46 (0,04) 2,31(0,15) 0,63 (0,00) 1,03 (0,06) 0,27(0,15) 0,44(0,07) 1,25(0,22) 0,56(0,12) 1,58 (0,24) nd
C20:1 0,17 (0,01) 0,25(0,00) 0,04 (0,00) 0,05(0,00) 0,05(0,01) 0,19(0,02) 0,14(0,01) nd 0,09 (0,02) 0,15 (0,00) nd
C20:2 nd) nd nd nd 0,20 (0,14) 0,25(0,23) 0,15(0,04) nd nd 0,21 (0,02) nd
C20:3n6 1,69 (1,18) nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
C20:3n3+C21:0 0,21(0,02) 0,16(0,03) 0,21(0,03) 0,17(0,04) 0,15(0,01) 0,13(0,06) 0,16(0,09) 0,14 (0,04 0,22 (0,02) 0,47 (0,05) nd
C20:5n3 nd nd nd nd nd nd 0,09 (0,02) nd nd nd nd
C22:0 1,25 (0,06) 1,02 (0,03) 1,54 (0,21) 1,00 (0,19) 1,69 (0,10) 0,76 (0,04) 0,91(0,07) 2,28(0,28) 0,99 (0,01) 2,31(0,13) 2,43 (1,27)
C22:1n9 0,07 (0,01) 0,06 (0,00) nd nd nd 0,06 (0,01) 0,07 (0,02) nd nd nd nd
C22:2 nd 0,09 (0,01) nd nd nd 0,11 (0,01) nd nd nd nd nd
C22:6n3 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
C23:0 0,02 (0,03) 0,11(0,01) 0,16(0,01) 0,14(0,00) 0,05(0,01) 0,05(0,02) 0,08(0,01) nd 0,17 (0,02) 0,32 (0,21) nd
C24:0 0,72 (0,09) 1,38 (0,08) 0,81(0,15) 1,16 (0,05) 1,10 (0,12) 1,18 (0,04) 0,90 (0,06) 0,83(0,14) 1,51 (0,07) 1,72 (0,08) 3,36 (0,30)
C24:1 0,40 (0,03) nd nd 0,08 (0,09) nd 0,05 (0,01) 0,06 (0,03) nd 0,08 (0,02) 0,20 (0,10) nd
Extracto etéreo (%) 0,93 0,70 1,50 0,92 1,03 1,11 0,72 1,28 1,16 0,64 0,26

Valores expresados como: Media (desviacion estdndar, n-1) n=3. Leyenda: Acido Caproico (C6:0); Acido caprylico (C8:0); Acido caprico (€10:0); Acido undecanoico (C11:0); Acido laurico (C12:0); Acido tridecanoico (C13:0); Acido miristico
(€14:0); Acido miristoleico (C14:1); Acido pentadecanoico (C15:0); Acido palmitico (C16:0); Acido palmitoleico (C16:1); Acido heptadecanoico (C17:0); Acido estedrico (C18:0); Acido oleico (C18:1n9c); Acido linoleico (C18:2n6c); Acido y-
linolénico (C18:3n6); Acido a-linolénico (C18:3n3); Acido arachidico (C20:0); Acido eicosenoico (C20:1c); Acido cis-11.14-eicosadienoico (C20:2c); Acido cis-8.11.14-eicostrienoico (C20:3n6); Acido cis-11.14.17-eicosatrienoico y Acido
heneicosanoico (€20:3n3 + C21:0); Acido cis-5. 8. 11. 14. 17-eicosapentaendico (C20:5n3); Acido heneicosanoico (€21:0); Acido behenicO (C22:0); Acido eruicico (C22:1n9); Acido cis-13. 16- docosadienoico (C22:2); Acido cis- 4. 7. 10. 13.
16. 19 — docosahexaenoico (C22:6n3); Acido tricosanoicp (C23:0); Acido lignocerico (C24:0); Acido nervonico (C24:1). nd: no detectado.
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Para evaluar el interés nutricional de las especies silvestres analizadas en lo relativo al

perfil de acidos grasos, se han calculado, los porcentajes de cada grupo de acidos grasos

(AGS, AGM y AGP), la relacion entre AGP/AGS vy

las proporciones de w-6/w-3. Dichos

resultados se muestran en la Tabla 7.6.2; la Figura 7.6.3 muestra la contribucién de cada

grupo de acidos grasos en todas estas especies estudiadas.

Tabla 7.6.2. Contribucion de cada tipo de acidos grasos en las especies silvestres de hoja

analizadas en el presente estudio

Total AGS (%) Total AGMI (%) Total AGPI (%) AGPI/AGS w-6/ w-3
Anchusa azurea 16,59 ° (0,82) 3,15° (0,02) 80,26 (0,85) 4,85° (0,29) 0,24° (0,02)
Beta maritima 16,68 % (0,02) 4,00° (0,03) 79,33° (0,01) 4,76°(0,00) 0,37° (0,00)
Chondrilla juncea 21,41° (0,02) 2,06° (0,01) 76,53% (0,02) 3,57 (0,00) 0,35° (0,00)
Cichorium intybus 15,96° (0,52) 1,95° (0,00) 82,09 (0,10) 5,14°(0,05) 0,35° (0,00)
Papaver rhoeas 16,37" (0,22) 1,78"° (0,01) 81,85 (0,23) 5,00°(0,08) 0,25° (0,00)
Rumex papillaris 15,91° (0,11) 9,03 (0,30) 75,05° (0,27) 4,72° (0,04) 0,44° (0,00)
Rumex pulcher 14,77° (0,09) 4,83° (0,15) 80,39° (0,06) 5,441 (0,03) 0,27° (0,00)
Sonchus oleraceus 18,85° (0,73) 0,92° (0,10) 80,23°(0,68) 4,26 (0,20) 511,5"(20,86)
Taraxacum obovatum 19,58 (0,28) 3,67(0,04)  76,55% (0,32) 3,91%(0,07) 0,30° (0,00)
Scolymus hispanicus 34,16 (0,53) 8,19 (0,03) 57,66° (0,56) 1,69° (0,04) 0,85" (0,00)
Silybum marianum 43,53° (0,98) 3,86 (0,10) 52,61° (0,87) 1,21° (0,05) 1,448 (0,01)

Valores expresados como media (desviacion estandar, n-1) n=3. En cada columna, diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
AGS (acidos graso saturados); AGMI (acidos grasos monoinsaturados); AGPI (acidos grasos poliinsaturados).
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Figura 7.6.3. Contribucion de de AGS, AGMI y AGPI respecto al contenido total de acidos grasos presentes en
los vegetales silvestres de hoja analizadas en el presente estudio

AGS (acidos graso saturados); AGMI (acidos grasos monoinsaturados); AGPI (acidos grasos poliinsaturados).

Como se puede observar en la Tabla 7.6.2 y figura 7.6.3, las especies silvestres cuyas de
hojas basales que se consumen peladas presentan los mayores niveles de acidos grasos
saturados (AGS) en comparacion con el resto de especies silvestres de hoja (p < 0,05),
siendo Silybum marianum la que presentd el valor mas alto para el total de acidos grasos
saturados (SFA) en torno a 43,53%, mientras que Rumex pulcher presenté el menor valor
con un 14,77%, aunque hay que tener en cuenta que la cantidad de grasa total (extracto

etéreo) en el cardo mariano es la mas baja (0,26 g/100 g).

En lo que respecta al contenido total de 4cidos grasos monoinsaturados, tal y como se
observa en la tabla 7.6.2, Rumex papillaris presenté el valor mas alto (9,03%) en contraste
con Sonchus oleraceus y Tamus communis (0,92%), mientras que el contenido total de
acidos grasos poliinsaturados, en la achicoria (Cichorium intybus) fue mds elevado

(82,09%) y Silybum marianum presentd el mas bajo (52,61%).

Se ha demostrado que una baja proporcién de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en la

dieta, inferior a 0,45%; asi una valor bajo en la relacién AGPI/AGS, podria considerarse
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como un factor de riesgo importante en cardiopatias coronarias (McGee et al., 1984;
Russo,2009). La "tipica" dieta mediterranea se caracteriza por tener una baja proporcion
en acidos grasos saturados (AGS) y alta en acidos grasos poliinsaturados (AGP). Como se
puede observar en la Tabla 7.9 todas las muestras analizadas revelan una relacién de
AGPI/AGS superior a 1,2, en particular, Rumex pulcher (5,44), Cichorium intybus (5,14) y

Papaver rhoeas (5,00) que alcanzaron los valores mas altos.

Por otro lado, cada vez es mas evidente que la ingesta de acidos grasos poliinsaturados w-
6 y la relacidn entre los dcidos grasos w-3 y w-6 tienen efectos importantes para la salud,
la preocupacién por la relacidn entre los w-6/w-3 vienen impulsada por una baja ingesta
de 4acidos grasos w-3, aunque el consumo de w-6 se encuentra dentro de las
recomendaciones (Ward y Singh, 2005). Simopoulos (2002) afirmé que proporciones de w-
6/ w-3 en torno a valores de 2-3/1 suprime la inflamacién en pacientes con artritis
reumatoide; en torno a 5/1 tiene un efecto beneficioso en pacientes con asma, mientras
que una proporcion de 10/1 puede ser negativo. Como se muestra en la Tabla 7.9, todas
las muestras presentaron niveles relativamente bajos de la relacion w-6/ w-3 (ligeramente
mas altos para las hojas que se consumen peladas), siendo en todos los casos inferiores a
1,5, a excepcidn de Sonchus oleraceus, presenté un valor bastante elevado (511,5) debido

a sus elevado contenido de GLA.

7.7.- Tocoferoles (Vitamina E)

Los tocoferoles (vitamina E) en los vegetales silvestres de hoja, son nutrientes de origen
natural, con capacidad antioxidante que juegan un papel importante al inactivar los
radicales libres producidos por la actividad celular y derivados de los distintos factores de
estrés. Siendo una de sus principales funciones la de proteger a los AGPI y otros
componentes de las membranas celulares y las lipoproteinas de baja densidad (LDL) de la

oxidacion por radicales libres (Duthie, 1993).
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Son numerosos los alimentos que contienen vitamina E en su composicién, destacando los
frutos secos como las nueces, semillas oleaginosas y aceites vegetales, y algunos vegetales
como los esparragos, las espinacas, los berros, el brécol y el tomate, con contenidos entre

1,2y 2,5 mg de vitamina E por 100g de porcién comestible (Moreiras et al., 2010).

Las cuatro isoformas (a, B, v y O-tocoferoles) fueron identificadas en las especies
estudiadas. La figura 7.7.1 muestra, a modo de ejemplo, un perfil cromatogréfico de
tocoferoles en Sonchus oleraceus, y la figura 77.2 muestra el contenido de tocoferoles en

las muestras analizadas.

Figure 7.7.1.- Perfil cromatografico HPLC-fluorescencia de Sonchus oleraceus. (1) a-tocoferol; (2) BHT

(butilhidroxitolueno); (3) B-tocoferol; (4) y-tocoferol; (5) 8- tocoferol; (6) P.I. — Patrdn interno (tocol).

El a-tocoferol se considera como la isoforma mas activa de la vitamina E (Caretto et al.,

2010), siendo a su vez la mas abundante en las especies silvestres de hoja analizadas
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(entre 1,70 y 0,02 mg/100g), a excepcidén de las siguientes especies: Cichorium intybus
cuya isoforma predominante fue el y-tocoferol (1,88 mg/100g) y Silybum marianum donde
el 6-tocoferol fue la isoforma mas abundante (0,10mg/100g), tal como puede apreciarse
en la tabla 7.7.1. Dichos resultados coinciden con los previamente obtenidos por otros
autores en diferentes estudios realizados en otras especies silvestres (Varadavas et al.,

2006; Barros et al., 2010b).

Figura 7.7.2.- Contenido total de tocoferoles y sus isoformas en vegetales silvestres suyas hojas basales son

tradicionalmente consumidas. Las diferentes letras indican significacion estadistica (p < 0,05).
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Tabla 7.7.1.- Composicion de tocoferoles (mg/100g) en las especies silvestres analizadas

en el presente estudio

Especie a-Tocoferol B-Tocoferol  y-Tocoferol §-Tocoferol Totales
Anchusa azurea 0,36 (0,08) 0,05° (0,00) 0,11% (0,02)  0,01°(0,00) 0,48° (0,09)
Beta maritima 0,51 (0,02)  0,01° (0,000 0,14 (0,00) Tr. 0,63° (0,15)
Chondrilla juncea 0,57 (0,18) 0,01° (0,01) 0,12° (0,01) 0,05 (0,01)  0,74° (0,21)
Cichorium intybus 0,99° (0,11) 0,04° (0,01) 1,88°(0,09)  0,08°(0,00) 2,98° (0,19)
Papaver rhoeas 1,13° (0,06) 0,66° (0,13) 0,05° (0,00) 0,02°(0,01) 1,87°(0,19)
Rumex papillaris 1,299 (0,44) 0,05% (0,02)  0,34°(0,13) nd 1,67%(0,58)
Rumex pulcher 0,447 (0,02)  0,03° (0,01)  0,07° (0,00) nd 0,54° (0,02)
Sonchus oleraceus 1,70% (0,05)  0,04° (0,01) 0,47°(0,03) 0,017(0,00) 2,22° (0,06)
Taraxacum obovatum 0,51%° (0,02)  0,01° (0,000 0,05°(0,00) 0,03° (0,01) 0,60° (0,01)
Scolymus hispanicus 0,02% (0,00) 0,02° (0,00) 0,01% (0,00) Tr. 0,05% (0,00)
Silybum marianum 0,04°° (0,00) Tr. 0,01° (0,000 0,10°(0,00) 0,15 (0,00)

Valores expresados como media (desviacion estandar, n-1). En cada columna, diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
nd (no detectado); Tr (trazas: < 5 ug/100g)

Dentro de las especies silvestres de hoja, Rumex papillaris, presentd el mayor contenido

de tocoferoles totales (2,98 mg/100g), destacando por presentar niveles
excepcionalmente altos de y-tocoferol. Le siguen Sonchus oleraceus (2,22 mg/100 g), con
los niveles mas altos de a-tocoferol respecto a las demas especies (1,70 mg/100 g), y
Rumex pulcher, que destacé por ser la Unica especie con niveles destacables de [3-
tocoferol (p < 0,05). Estos resultados son indicativos de que estas dos especies (la ajonjera
y la cerraja) son las que probablemente presentan mayor actividad vitaminica E de las

incluidas en este capitulo, por presentar altos contenidos de a-tocoferol.
Por otro lado, Scolymus hispanicus y Silybum marianum, en las que se consume
Unicamente la penca, destacaron por presentar los contenidos mds bajos de tocoferoles

totales (p < 0,05) respecto a las especies donde se consume la totalidad de la hoja sin
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necesidad de pelarlas previamente (0,15 mg/100 g y 1,08 mg/100 g, respectivamente).
Nuevamente, este tipo de compuestos podria estar asociado a los tejidos foliares de los

vegetales.

El 6-tocoferol se encontré en todas las verduras de hoja estudiadas a excepcién de
Chondrilla juncea y Cichorium intybus, y con valores por debajo de 0,01 mg/100g para la

acelga silvestre (Beta maritima) y el cardillo (Scolymus hispanicus) (Tabla 7.10).

Hoy en dia existe poca informacién disponible sobre el contenido de tocoferoles de los
parientes cultivados de las especies silvestres estudiadas; solo existe informacién
disponible sobre el contenido de tocoferoles para Taraxacum officinale. Souci et al. (2008)
hacen referencia al contenido total de tocoferoles totales (2,5 mg/100 g), siendo el a-
tocoferol, la Unica isoforma caracterizada (2,5 mg/100 g); dichos valores son superiores al

gue presenta su analoga silvestre (0,51 mg/100 g).

Vardavas et al. (2006b) realizd un estudio similar a este en algunas especies silvestres de
Creta (Cichorium intybus, Beta maritima, Papaver rhoeas, Scolymus hispanicus, Sonchus
oleraceus y Taraxacum sp.). En dicho estudio Unicamente se analizaron las isoformas a y y-
tocoferol de toda la parte aérea de la planta, concluyendo que el a-tocoferol fue la
isoforma predominante en las especies silvestres estudiadas, lo que coincide con los

resultados del presente estudio.

7.8.- Compuestos fendlicos y flavonoides totales

Los compuestos fendlicos son un grupo de compuestos, producto del metabolismo

secundario de las plantas, cuyas propiedades antioxidantes juegan un papel importante

tanto en la estabilidad de los alimentos, como en los mecanismos de defensa antioxidante

de los sistemas biologicos (Nijveldt et al., 2001). Multitud de estudios indican la
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importancia de las plantas, ya sean cultivadas o silvestres, en la alimentacién por su

elevado contenido de compuestos fendlicos.

Para una correcta interpretacion y discusion de los resultado, en el presente estudio se
procedid a calcular el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides expresados de
dos formas diferentes, por un lado como meq de &acido galico/100g y meq de
catequina/100 respectivamente (ambos sobre sustancia fresca), tal y como se muestra en
la figura 7.8.1, y por otro lado como meq de acido gélico/g extracto metandlico y meq de
catequina/g extracto metandlico tal y como se indica en la tabla 7.8.1.

Como se puede observar en la figura 7.8.1, las especies silvestres cuyas hojas se consumen
peladas fueron las que menor (p < 0,05) contenido total de compuestos fendlicos y
flavonoides presentaron, de modo que el cardo (Silybum marianum) presentd para los
fenoles totales, 11,55 meq de &acido galico/100g de muestra fresca, y 3,51 meq de
catequina/100g, respectivamente. Mientras que la achicoria (Cichorium intybus) y la
acelga (Beta maritima) destacaron por ser las especies silvestres de hoja que mayor
contenido total de compuestos fendlicos presentaron (430 y 358 meq de 4cido
galico/100g, respectivamente), asi como las que mayor contenido de flavonoides

mostraron (183 y 124 meq catequina/100g muestra).
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Figura 7.8.1.- Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides totales en los vegetales silvestres

estudiados. Las diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla 7.8.1.- Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides totales analizadas en el

presente estudio

Valores expresados como media (desviacion estandar, n-1) n=3. En cada columna, diferentes letras indican

Especie

Compuestos
fendlicos totales
(meq AG/g extracto)

Flavonoides
(meq Cateq/g extracto)

Anchusa azurea 148,62 h (2,00) 84,81 i (4,03)
Beta maritima 61,91° (7,51) 21,55°(0,87)
Papaver rhoeas 25,86i (3,52) 12,00 ° (0,46)
Rumex papillaris 104,185 (4,17) 39,49 h (3,26)
Rumex pulcher 73,44j (5,32) 26,14f (0,87)
Chondrilla juncea 37,66 (2,40) 7,43 b (0,28)
Cichorium intybus 73,68f (0,66) 31,358 (1,00)
Sonchus oleraceus 51,33% (1,75) 14,83 (0,98)
Taraxacum obovatum 58,26° (0,90) 30,03% (0,66)
Scolymus hispanicus 21,51 b (1,51) 8,39 b (1,12)
Silybum marianum 3,72% (0,36) 1,13° (0,27)

diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). AG (acido galico); Cateq (catequina).
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Comparando los resultados obtenidos en el presente estudio, con lo publicado por
Conforti et al. (2009) al analizar muestras de Cichorium intybus, Papaver rhoeas y Sonchus
oleraceus procedentes de Italia, se observa que el contenido de compuestos fendlicos
totales (190 mg EAG/g, 72 mg EAG/g y 61 mg EAG/g, respectivamente) es ligeramente
superior en las plantas de procedencia italiana que en las muestras recolectadas en
espanola estudiadas en el presente trabajo. Mientras que el contenido de flavonoides
totales (10 mg EC/g de extracto metandlico, 4,68 mg EC/g de extracto metandlico y 32,93
mg EC/g extracto metandlico) es inferior en el caso de las plantas de origen italiano a
excepcion de Sonchus oleraceus. Respecto a la relacion entre flavonoides/fenoles totales,
en las especies de Italia fue mucho menor para la achicoria y la amapola que para de
origen espafiol, con valores en torno a 0,0527 mg EC/g, 0,065 mg EC/g y similares para la

cerraja (0,531 mg EC/g).

Como se puede observar en la figura 7.8.1 existen diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) en cuanto al contenido de fenoles y flavonoides totales en las
especies silvestres con hojas peladas (Scolymus hispanicus y Silybum marianum) con
respecto al resto de especies silvestres estudiadas en este capitulo. Esto podria atribuirse
a que al eliminar la parte exterior de la hoja dejando Unicamente la penca como parte
comestible de las mismas, se eliminen junto con otros compuestos bioactivos (vitamina C,
tocoferoles) gran parte del contenido de fenoles y flavonoides que pudieran localizarse

mayoritariamente en los tejidos foliares.

7.9.- Capacidad antioxidante.

Para valorar la capacidad antioxidante de las muestras objeto de estudio se aplicaron

distintos métodos analiticos in vitro (DPPH, poder reductor, inhibicion de la decoloracion

del B-caroteno, TBARS).
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Para discutir los resultados obtenidos las especies estudiadas se dividieron en dos grandes
subgrupos, comparando por un lado las especies pertenecientes a la familia Asteraceae y
por otro lado el resto de especies silvestres de hoja pertenecientes a otras familias (ver
figuras 7.9.1a y b correspondientes a diferentes curvas de cinética de los ensayos de

capacidad antioxidante realizados).

La valoraciéon de la actividad antioxidante total se ha realizado mediante el ensayo de

DPPH y del poder reductor (PR).

Podemos comprobar que para el ensayo del DPPH (valoracidn de la actividad antioxidante
total) las especies que no pertenecieron a la familia de las Asteraceae presentan cinéticas
de saturacidén a concentraciones inferiores, alcanzando el 80% de capacidad inhibitoria a
concentraciones entre 2 y 4 mg/ml de extracto, a excepcién de Papaver rhoeas que
alcanzo dicho porcentaje a 16 mg/ml. Anchusa azurea fue la especie que presenté mayor
capacidad antioxidante, alcanzando dicho porcentaje de capacidad inhibitoria a 0,0625
mg/ml. Respecto a las especies silvestres pertenecientes a la familia Asteraceae, todas
alcanzaron el 80% de capacidad inhibitoria a concentraciones superiores a 4 mg/mi,
siendo Silybum marianun la especie silvestre que peor resultados presentd, alcanzando

Unicamente el 61,15% de la capacidad inhibitoria a 16 mg/ml.

En relacion al método del poder reductor (PR), todas las hojas analizadas no
pertenecientes a la familia Asteraceae presentaron cinéticas de saturacidn a
concentraciones iguales o inferiores a 4 mg/ml, a excepcién de Papaver rhoeas que
alcanzé su meseta de saturacion a 8 mg/ml. Mientras que las especies pertenecientes a la
familia de las compuestas (Asteraceae) Scolymus hispanicus, Silybum marianum y Sonchus
oleraceus alcanzaron su meseta de saturacion a concentraciones superiores a 16 mg/ml;
Siendo Chondrilla juncea, Cichorium intybus y Taraxacum obovatum las Unicas especies
pertenecientes a este subgrupo que alcanzaron su punto de saturacién a 4 mg/ml de

extracto.
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La evaluacién de la capacidad de inhibicién de la peroxidacidn lipidica se valoré mediante

la aplicacidn del ensayo de inhibicion de la decoloracién del B-caroteno y del TBARS.

Los resultados obtenidos en el ensayo de inhibicion de la decoloracion del B-caroteno
fueron muy similares a los de la valoracién de la actividad antioxidante total, donde se
observd que las especies no pertenecientes a la familia Asteraceae, de este grupo
Unicamente Beta maritima y Rumex papillaris fueron las dos especies que a 2 mg/ml de
concentracion del extracto no alcanzaron el 80% de la capacidad inhibitoria frente a este
método, pero presentando porcentajes bastante cercanos, de 76,45 y 75,53%

respectivamente.

En el caso de las especies pertenecientes a la familia Asteraceae, se observé para este
método, a excepcién de Cichorium intybus y Sonchus oleraceus, que a una concentracién
de 2 mg/ml de extracto éstas no alcanzaban el 80% de la capacidad inhibitoria, destacando
Scolymus hispanicus y Silybum marianum por presentar los menores porcentajes de

inhibicion a dicha concentracion (47,88 y 60,02%, respectivamente).

Para el método TBARS, se observa una mayor variabilidad de resultados, donde con 0,125
mg/ml de extracto (concentracidn maxima estudiada para este método) Unicamente
especies Papaver rhoeas y Rumex pulcher presentaron porcentajes de inhibicién cercanos
al 80% para dicha concentracion, en torno al 73 y 78%, respectivamente, y sélo tres
especies pertenecientes a la familia Asteraceae alcanzaron el 80% de la capacidad
inhibitoria para este método (Cichorium intybus, Scolymus hispanicus y Sonchus

oleraceus).
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Cinética del ensayo DPPH

Chonadlrifla juncea
Cichorium intybus
Scolymus hispanicus
Sitlybum marianum
Sonchus oleraceus

Taraxacum obovatum

Cinética del ensayo Poder Reductor

Chond'rilla juncea
Cichorium intybus
Scolymus hispanicus
Silybum marianum
Sonchus oleraceus

Taraxacum obovatum

Figura 7.9.1a.- Cinéticas obtenidas a partir de los ensayos de capacidad antioxidante in vitro (DPPH y PR) realizados sobre las hojas de especies silvestres analizadas



Cinética del ensayo de Inhibicion de la decoloracion del B - Caroteno

Chonarilla juncea
Cichorium intybus
Scolymus hispanicus
Silybum marianum
Sonchus oleraceus

Taraxacum obovatum

Cinética del ensayo TBARS

Chondrifla juncea
Cichorium intybus
Scolymus hispanicus
Silybum marianum
Sonchus oleraceus

Taraxacum obovatum

Figura 7.9.1b.- Cinéticas obtenidas a partir de los ensayos de capacidad antioxidante in vitro (1.D. B-caroteno y TBARS) realizados sobre las especies analizadas
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Figura 7.9.2.- Test de Duncan (p < 0,05) para EC5, (mg/ml extracto metandélico) de las especies silvestres de
hojas. Donde: Anchusa azurea (1), Beta maritima (2), Chondrilla juncea (3), Cichorium intybus (4), Papaver
rhoeas (5), Rumex papillaris (6), Rumex pulcher (7), Scolymus hispanicus (8), Silybum marianum (9), Sonchus

oleraceus(10) y Taraxacum obovatum (11).
Anchusa azurea presentd la mayor capacidad antioxidante medida por tres de los métodos

empleados en el presente estudio (DPPH, poder reductor e inhibicion de la decoloracion

del B-caroteno), asi como también muy buenos resultados para el ensayo del TBARS, lo

194



cual nos indica el gran potencial que presenta dicha especie como protector frente al
estrés oxidativo y a la peroxidacion lipidica.

Las especies de hojas peladas, que son las que menor capacidad antioxidante presentan
frente al ensayo del DPPH y al del poder reductor, con valores de ECsq de 4,97 mg/ml y
5,97 mg/ml, respectivamente, para el Scolymus hispanicus, y valores de ECsy de 13,09
mg/ml y 1,82 mg/ml para Silybum marianum, lo cual concuerda con el bajo contenido de
antioxidantes hidréfilos como el acido ascérbico, fenoles y flavonoides totales que
presentan. Sin embargo, en el caso del ensayo del TBARS, Silybum marianum y Scolymus
hispanicus (figura 7.9.2; ECso de 0,02 mg/ml y 0,04 mg/ml) presentaron una elevada
capacidad antioxidante, similar a la de Chondrilla juncea y Papaver rhoeas. Estos
resultados pueden ser indicativos de su potencial de estas especies frente a la inhibicién
de la peroxidaciéon lipidica, lo que estaria relacionado con una mayor capacidad
antioxidante en fase lipdfila. Mientras que para este método Rumex papillaris vy
Taraxacum obovatum fueron las especies que presentaron los mayores niveles de ECso y
por lo tanto menor capacidad de inhibicién frente a este método. Ademas, confirma la
necesidad de efectuar diferentes metodologias para conocer el comportamiento

antioxidante de un compuesto quimico.

Segun “The local Food Nutraceuticals Consorcium” (2005), estudio que incluye
informacién sobre la actividad antioxidante de algunas especies silvestres europeas,
presentaron para muestras de Silybum marianum (recolectadas en Espafia) presentd un
porcentaje de inhibicion de 30 a 49% para el DPPH con 1 mg/ml de extracto metandlico, lo
que indicaria, por tanto, una capacidad antioxidante superior a la encontrada en el
presente estudio. Por otro lado, Conforti et al. (2009) publicaron, , valores superiores de
capacidad antioxidante medida frente al ensayo del DPPH para Cichorium intybus, Papaver
rhoeas y Sonchus oleraceus (ECs, de 0,026; 0,049 y 0,164 mg/ml, respectivamente)
recogidas en Italia, las cuales presentaron una mayor actividad antioxidante en

comparacion con las especies presentadas en este trabajo.
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8. CARACTERIZACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS
Y PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS
EN BROTES, TALLOS Y BULBOS






Resultados y discusion

En este capitulo se discuten los resultados relativos a las especies estudiadas en las que la

parte comestible principal es diferente de las hojas, aunque pueda incluirlas en baja

proporcion, que se han agrupado en tres grupos como se refleja a continuacion (tabla 8.1

y figura 8.1):

(o}

(o}

(o}

Tallos tiernos con hojas: Apium nodiflorum (L.) Lag., Foeniculum vulgare Mill.,
Montia fontana L. y Silene vulgaris (Moench) Garcke.

Brotes tiernos con o sin hojas pequefias: Asparagus acutifolius L., Bryonia
dioica Jacq., Humulus lupulus L.y Tamus communis L.

Bulbo y parte inferior del tallo: Allium ampeloprasum L.

Tabla 8.1.- Especies silvestres estudiadas en el presente capitulo (Tardio et al., 2002)

Especie Familia Nombre Comuin Parte comestible Forma de consumo

Apium nodiflorum (L.) Lag. Umbelliferae Berraza Tallos tiernos con hojas Cruda

Foeniculum vulgare Mill. Umbelliferae Hinojo Tallos tiernos con hojas Cruda y cocinada
Montia fontana L. Portulacaceae Corujas Tallos tiernos con hojas Cruda

Silene vulgaris (Moench) Garcke. Caryophyllaceae Collejas Tallos tiernos con hojas Cruda y cocinada
Asparagus acutifolius L. Lilaeaceae Esparrago triguero  Brotes tiernos Cocinada

Humulus lupulus L. Cannabaceae Esparrago de zarza Brotes tiernos con pequefias hojas Cocinada

Tamus communis L. Dioscoreaceae Lupios Brotes tiernos con pequeiias hojas Cocinada

Bryonia dioica Jacq. Cucurbitaceae Esparrago de nuez  Brotes tiernos con pequefias hojas Cocinada

Allium ampeloprasum L. Lilaeaceae Ajoporro Bulbo y parte basal del tallo Cocinada
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Apium nodiflorum (L.) Foeniculum vulgare Montia fontana L. Silene vulgare (Moench) Asparagus
Lag. Mill. Garcke. acutifolius L.

Bryonia dioica Jacq Humulus lupulus L. Tamus communis L. Allium ampeloprasum L.

Figura 8.1.- Detalle de las partes de la planta analizadas para cada una de las especies silvestres de tallos, brotes y bulbo estudiadas en este capitulo



Resultados y discusion

8.1.- Humedad — Materia Seca

El contenido de humedad correspondiente a las especies silvestres de tallo, brote y bulbo

estudiadas en el presente trabajo, se muestran en la figura 8.1.1 asi como en la tabla 8.1.1.

Los valores presentados se encuadran dentro de los valores normales para las hortalizas
asi como para las verduras de hoja, ya comentadas en el capitulo anterior. Destaca Apium
nodiflorum y Montia fontana (p < 0,05) por ser las especies que presentaron un mayor
contenido de agua (hay que tener en cuenta que Montia fontana es una planta acuatica).
Por el contrario, Allium ampeloprasum fue la que menor contenido de humedad (y por lo
tanto mayor porcentaje de materia seca) mostré (21,68%), lo que se puede atribuir al
distinto tipo de tejido que constituye, en esta especie, la parte comestible; en efecto dicho
contenido de agua se encuentra dentro de la normalidad para los bulbos de otras especies
cultivadas como son Allium sativum y Allium porrum, los cuales presentan valores de

materia seca y humedad, de 64% y 86%, respectivamente (Souci et al, 2008).

Figura 8.1.1.- Valores medios de humedad y materia seca de las especies silvestres de tallos, brotes y bulbo

Las diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), n >12.

201



Resultados y discusion

Segun otros estudios realizados sobre especies silvestres de origen portugués (hinojo,
esparragos triguero, de zarza y de nuez), los contenidos en humedad son similares al de
las especies recolectadas en Espafia, con valores en torno a 82-84%, a excepcién del hinojo
de origen portugués, el cual contiene casi un 10% menos de agua (Barros et al., 2010a;
Martins et al., 2011). Por otro lado, comparando nuestros resultados con la informacion
disponible para sus parientes cultivados, en el caso del hinojo (Foeniculum vulgare), los
valores medios de humedad son los mismos para ambos (85%), mientras que para el
esparrago triguero (Asparagus officinalis) se observa mayor variacidon, con una diferencia

de hasta un 8% respecto a su homologé silvestre, (Souci et al., 2008).

En el estudio comparativo de los resultados de humedad obtenidos durante los diferentes
muestreos anuales se observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
para todas las especies recogidas en el presente estudio, a excepcion de Silene vulgaris, la
cual presentd valores homogéneos en todas las muestras recolectadas en Cadalso de los

Vidrios, independientemente de la temporada.

Por otro lado, uUnicamente se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p < 0,05) del contenido de humedad entre localidades de recoleccién para el ajoporro
(Allium ampeloprasum), siendo en la localidad de Cadalso de los vidrios donde las

muestras presentaron los valores mas elevados de humedad.
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Tabla 8.1.1.- Contenido de humedad (% en peso fresco) en las especies silvestres de tallo, brote y bulbo analizadas en el

presente estudio

Especie

Humedad (%)

Localidad A

Localidad B

2007

2008

2009

2007

2008

2009

Apium nodiflorum
Foeniculum vulgare
Montia fontana

Silene vulgaris

90,02" (0,52)
90,70° (0,15)
90,07 (0,15)
86,69 (0,23)

92,45°(0,26)
86,03° (0,23)
85,09° (0,14)
85,68 (4,81)

91,61™ (0,35)
91,91¢ (0,09)
86,10" (0,06)

86,39 °(0,37)
86,39° (0,37)
88,09 ° (0,14)

89,56° (7,67)
85,09° (0,14)
86,03" (0,23)
80,42° (0,68)

92,83 “(0,67)

92,60° (0,09)

Asparagus acutifolius
Bryonia dioica
Humulus lupulus

Tamus communis

89,45° (0,14)
87,89° (0,13)
86,22 " (0,45)

86,54 ™ (0,20)
70,94° (2,36)
85,05 (1,83)
89,00° (0,33)

86,91° (0,06)

86,21 (0,07)
88,33° (0,63)

80,09° (1,54)
89,83° (0,13)
84,30° (1,52)
84,65° (2,30)

87,25°(0,13)
86,65 " (0,88)
92,78°(0,78)
88,15" (0,16)

85,36 (0,11)
90,70 (0,13)

Allium ampeloprasum

81,50 ° (0,02)

78,10°(0,19)

76,02° (0,10)

77,68"(0,17)

Valores expresados como: Medias (desviacidn estandar, n-1) n=3; En cada fila, diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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8.2.- pH y acidez titulable

En relacién al pH, como se aprecia en la figura 8.2.1 y en tabla 8.2.1, los valores de pH de
los vegetales silvestres estudiados en el presente capitulo son similares a los encontrados
para las verduras de hoja estudiadas en el capitulo anterior, aunque en un rango mas

estrecho, entre 5,62 para Montia fontana a 6,20 para Apium nodiflorum.

Sin embargo, los valores correspondientes a la acidez titulable (Tabla 8.2.2) fueron muy
diferentes entre los vegetales estudiados. En este caso Apium nodiflorum fue la especie
con menor acidez titulable, 7,69 ml NaOH 0,1 N/100g muestra, mientras que Humulus
lupulus fue la especie mas acida (23,58 ml NaOH 0,1 N/100g muestra). Aunque los valores
de acidez estan igualmente en el rango observado para las verduras de hoja, no se

observan, en este caso, valores tan extremos como se apreciaron para Rumex papillaris.

Figura 8.2.1.- Valores medios del pH y acidez titulable (ml NaOH 0,1 N/100g muestra), especies silvestres de

tallos, brotes y bulbo. Las diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), n >12.
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Si bien los valores de pH son muy homogéneos, al comparar los valores del pH segun la
localidad y el afio de recoleccion (tabla 8.2.1), se encuentran diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) para todos los brotes tiernos, asi como para la berraza (Apium
nodiflorum) y la colleja (Silene vulgaris), presentando valores significativamente superiores
en el 2008 respecto del 2007, a excepcion del esparrago de zarza (Humulus lupulus) donde
los valores superiores de pH se observaron en la primera temporada de recoleccién (2007)
respecto de las posteriores. Destaca el esparrago de nuez (Bryonia dioica) por presentar
una diferencia de pH de entre 1,1 - 1,9 unidades de pH. En el estudio comparativo por
localidades, Allium nodiflorum, Foeniculum vulgare, Humulus lupulus y Silene vulgaris
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Por el contrario, Montia
fontana destacd por presentar valores de pH muy estables en todas las muestras
analizadas, sin diferencias estadisticamente significativas debidas ni a la localidad ni al afio

de recoleccién.

También se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en los
valores de acidez titulable entre temporadas. Si comparamos los resultados de acidez
titulable obtenidos en los diferentes muestreos, se observaron variaciones
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre temporadas (siendo, generalmente
superiores los valores en el primer afio de recoleccion) en todas las especies excepto en la
colleja (Silene vulgaris), el esparrago de zarza (Humulus lupulus) y el hinojo (Foeniculum
vulgare); este ultimo presentd valores homogéneos de acidez en todas las muestras
analizadas. En este sentido destacaron Apium nodiflorum y, nuevamente, Bryonia dioca,

por presentar las variaciones mas acusadas.
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Tabla 8.2.1.- Valores de pH de las especies silvestres de tallo, brote y bulbo analizadas en el presente estudio

H
Especie Localidad A : Localidad B
2007 2008 2009 2007 2008 2009
Apium nodiflorum 574°(0,02) 6,44°(0,07) 6,26°(0,02) - 6,28°(0,07) 6,27°(0,32)
Foeniculum vulgare 5,71°(0,01) 5,86 °(0,02) - 5,74°(0,02) 5,47%(0,09) -
Montia fontana 5,58?(0,05) 5,677(0,01) 5,49°(0,05) - 5,66°(0,31) 5,72°%(0,02)
Silene vulgaris 567°(0,06) 5,97°(0,02) 5,90°(0,02) | 4,93°(0,02) 5,86°(0,01) -
Asparagus acutifolius - 6,44°(0,01) 6,17°(0,01) | 4,97°(0,02) 6,09™(0,07) 6,05°(0,01)
Bryonia dioica 4,93°(0,04) 6,80°(0,04) - 5,33°(0,35) 6,43°(0,01) 6,14"(0,01)
Humulus lupulus 6,34°(0,01) 6,49°(00,1) 6,09°(0,02) | 6,82°(0,03) 6,38°(0,01) -
Tamus communis 590°(0,02) 6,28°(0,05) 5,81°(0,03) | 582°(0,04) 6,24°(0,02) -
Allium ampeloprasum 6,09 g (0,05) 5,91 b (0,03) - 5,43° (0,04) 5,617(0,17) -

Valores expresados como: Medias (desviacidn estandar, n-1), n=3. En cada fila, diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).



Tabla 8.2.2.- Valores de acidez titulable de las especies silvestres de tallo, brote y bulbo analizadas en el presente estudio

Acidez titulable (ml NaOH 0,1 N/100 g de muestra)

Especie Localidad A Localidad B
2007 2008 2009 2007 2008 2009
Apium nodiflorum 18,79°(0,44) 3,00° (0,19) 5,64° (0,20) - 557° (0,61)  5,46° (0,27)

Foeniculum vulgare

15,49° (0,38)

14,45° (0,55)

16,227 (0,74)

16,17°(1,89)

11,79° (0,60)

Montia fontana

6,33° (0,37)

13,93¢ (0,19)

11,26 € (0,62)

8,05° (0,24)

11,06° (0,41)

Silene vulgaris

28,57 °(2,27)

10,42 (0,41)

14,24 " (0,54)

3,64° (0,11)

13,69° (0,29)

Asparagus acutifolius

10,36° (2,02)

19,58" (0,23)

22,47 °(0,58)

17,16° (1,21)

18,86 ™ (0,30)

Bryonia dioica

23,95%(1,26)

10,65° (0,71)

16,93° (0,29)

3,79° (0,38)

18,67 ° (1,32)

Humulus lupulus

26,32°(0,35)

34,12% (1,37)

24,16 (1,25)

15,06 ° (0,66)

18,24° (0,57)

Tamus communis

16,21°(0,69)

10,89° (0,30)

16,93°(0,29)

15,64° (1,59)

11,99° (1,95)

Allium ampeloprasum

10,04°(1,12)

16,87° (2,23)

13,22° (0,21)

17,27° (2,27)

Valores expresados como: Medias (desviacidn estandar, n-1), n=3. En cada fila, diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).



Resultados y discusion

8.3.- Acido ascérbico y acido dehidroascérbico (vitamina C)

Como se ha comentado anteriormente, la vitamina C, se encuentra en los alimentos en
forma de acido ascorbico (AA) y dehidroascorbico (DHAA). La figura 8.3.1 y tabla 8.3.1ay
b muestran el contenido de ambas isoformas, asi como la variacidon experimentada en

funcién del afio y localidad de recoleccion de las muestras.

Respecto al contenido total de vitamina C (correspondiente a la suma de AA + DHAA)
dentro del grupo de verduras silvestres estudiadas en este capitulo, dichos valores oscilan
entre 6,69 mg/100g a 59,33 mg/100g (para Allium ampeloprasum y Tamus communis,
respectivamente). En ambos casos la isoforma mayoritaria fue el AA, representando un

64,12% vy 74,80% del total de vitamina C para dichas especies.

Figura 8.3.1.- Contenido medio de Vitamina C total, AA y ADHA (mg/100g) en las verduras silvestres

estudiadas. Las diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), n >12.
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En general, tal y como se observa en la figura 8.3.1, los brotes tiernos con hojas fueron los
que presentaron mayor contenido de vitamina C total, destacando Tamus communis entre
todas las demas especies. En el caso de las verduras constituidas por tallos tiernos con
hojas, la especie que mayor contenido de vitamina C total presentd fue Foeniculum

vulgare (36,285 mg/100g).

De todas las especies estudiadas, solamente en los tallos con hojas de Foeniculum vulgare
y Apium nodiflorum, se presentd el ADHA como forma mayoritaria de la vitamina C (de
forma analoga a lo que ocurria en las hojas basales de Anchusa azurea y en las especies de
Asteraceae estudiadas con el capitulo anterior), representando en torno al 60 % del
contenido total de esta vitamina. En la mayoria de las muestras, el AA representd siempre

mds del 30,7%, alcanzando en Montia fontana contribuciones del 83,5%.

Hay que tener en cuenta que algunas partes de Tamus communis contienen saponinas
(diosgenina), al igual que algunas partes de Bryonia dioica pueden contener glucdsidos
triterpenos, y proteinas inactivantes de ribosomas, responsable de su toxicidad (Hylands y
Kosugi, 1982; Siegall et . al, 1994; Hadad y Moradi, 2005). Sin embargo, estas dos especies
han sido tradicionalmente consumidas desde hace siglos en la zona del Mediterraneo
(Tardio et al., 2006). Hay que tener en cuenta que en ambos casos, la parte comestible son
los brotes jévenes, que son las partes menos toxicas de estas plantas, ya que los principios
téxicos son mds abundantes en otros érganos de la planta, tales como los frutos y las
partes subterraneas. Por otra parte, estas especies siempre se consumen tras un proceso
térmico de coccion, que supone la destruccion de los principios téxicos (Biglino y Nano

1965; Couplan, 1990;. Lin et al 2006).

Debido a la presencia de dichos compuestos toxicos en algunos drganos de estas especies,
Tamus communis y Bryonia dioica se encuentran incluidas en la Orden SCO/190/2004, de
28 de enero, por la que se establece la lista de plantas cuya venta al publico queda

prohibida o restringida por razén de su toxicidad. Esta disposicién, del Ministerio de
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Sanidad y Consumo espafiol, cuyo ambito de aplicacién es el comercio (especialmente en
forma de férmulas magistrales, preparados oficinales o cepas homeopdticas de diversas
plantas y sus extractos, entre las que se incluyen estas especies), no incluye, sin embargo,
el uso alimentario a nivel particular. De hecho y dado que los brotes de lupio y de
esparrago de nuez contienen niveles medios de vitamina C superiores a 24 mg/100 g, y
especialmente elevados en el caso del lupio, su consumo puede estar justificado, siempre
gue se lleve a cabo una correcta identificacién de las especies y las partes de las mismas
gue pueden ser consumidas sin riesgo para la salud, y se cocinen adecuadamente, tal

como se viene haciendo de forma tradicional en muchas zonas del area mediterranea.

Otros autores (Barros et al., 2009) estudiaron el contenido de vitamina C de las diferentes
partes aéreas del hinojo silvestre procedente de Portugal, indicando para sus tallos un
contenido de 18,17 mg/100g (sss), que es aproximadamente la mitad del contenido
encontrado en el presente estudio. Por otro lado, Vardavas et al. (2006b) indicé valores de
vitamina C total de 101 mg/100g ssf en especies de hinojo silvestre recolectadas en la isla
de Creta, valores muy superiores a los encontrados en las muestras estudiadas. Los
mismos autores indicaron valores de vitamina C total de 20 mg/100g y 18 mg/100g para
otras especies silvestres similares a las nuestras, como son Bryonia cretica y Apium
graveolens, respectivamente, valores similares a los encontrados en sus parientes

recolectados en Espafia.

En relacion a los brotes tiernos con hojas, Salvatore (2005) publicé valores de vitamina C
de 15,64 mg/100g de vitamina C total, en Asparagus acutifolius silvestre de origen griego,
de los cuales 14,87 mg/100g eran de AA, aproximadamente la mitad del contenido
encontrado en las especies de procedencia espafiola. Martins et al. (2011), por su parte,
indico valores de 142 mg/100g sss para la misma especie procedente de Portugal. Estos
resultados tan dispares indican la amplia variabilidad a que estad sujeta esta especie, en

cuanto a su contenido total de vitamina C.
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Martins et al. (2011), indicé no haber encontrado presencia de vitamina C en brotes
tiernos de Bryonia dioica y Tamus communis de origen portugués, mientras que nuestras
muestras mostraron elevadas concentraciones de esta vitamina (tal y como se muestra en
la tabla 8.5). Hay que indicar que dicha determinacién la realizaron en la planta seca,
pudiéndose haber degradado esta vitamina durante el proceso de desecacién, o con
posterioridad al mismo, por su elevada inestabilidad a la oxidacion inducida por la

exposicidn a factores ambientales como calor, luz y oxigeno.

Si comparamos los resultados de contenido de vitamina C presente en plantas silvestres,
con sus parientes cultivados, en el caso del hinojo, los valores de vitamina C total y la
relacion AA/DHAA obtenidos en nuestro estudio estdn de acuerdo con los valores
obtenidos para las variedades cultivadas de la misma especie (8,7 a 34 mg/100 g; Koudela
y Petfikova, 2008), mientras que segun Souci et al. (2008) el hinojo cultivado presenta
valores muy superiores a las silvestres, en torno a 93 mg/100g, alrededor de 2,5 veces mas
que su pariente silvestre. Hay que tener en cuenta que estos datos se refieren a tallo,
brotes y hojas, mientras que en el presente estudio Unicamente se analizan los tallos
tiernos por ser la parte mas frecuentemente consumida. Por otro lado, las variedades
cultivadas del esparrago triguero (Asparagus officinalis), presentan valores ligeramente
inferiores a su pariente silvestre, 20 mg/100g, mientras que Allium ampeloprasum
presentd valores relativamente bajos de esta vitamina, siendo dichos valores similares a
los encontrados en alguno de sus antecesores cultivados como es Allium sativum, el cual

presentd en torno a 14 mg/100g ssf (Souci et al., 2008).
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8.3.1a.- Contenido de acido ascorbico (AA), acido dehidroascérbico (ADHA) y vitamina C

total (mg/100g) de las especies silvestres de tallos analizadas en el presente estudio

Vitamina C (mg/100 g)

Especie Vitamina C
Ao Loc. AA (mg/100g) ADHA (mg/100g) total
(mg/100g)
2007 A 14,44° (1,24) 8,26° (0,53) 22,70° (1,39)
2008 A 4,53 (0,75) 7,28°  (2,02) 11,817 (1,68)
Apium nodiflorum B 7,74° (0,70) 2,44%  (0,58) 9,51% (1,28)
2009 A 11,39° (0,15) 21,96% (1,79) 33,35° (1,58)
B 6,40° (0,59) 18,40 (1,47) 21,15 (2,45)
2007 A 10,68 (0,19) 16,14° (3,05) 26,82°% (3,13)
Foeniculum vulgare B 16,94" (0,36) 37,00 (2,65) 54,14 (2,79)
2008 A 3,317 (0,03) 21,99° (0,72) 25,317 (0,71)
B 13,71° (1,79) 25,16° (0,09) 38,87° (1,93)
2007 A 23,74° (0,11) 12,00 (1,30) 35,74° (1,37)
2008 A 33,56 % (0,93) nd 33,56° (0,93)
Montia fontana B 7,20% (0,17) 17,98 (1,00) 22,772 (1,44)
2009 A 45,42° (1,07) 6,08% (1,37) 49,23° (2,83)
B 27,62° (0,24) 3,26°  (0,17) 30,38° (0,30)
2007 A 27,66° (1,78) nd 27,66° (1,78)
B 16,37° (0,32) 9,80% (2,76) 26,32° (3,05)
Silene vulgaris 2008 A 8,42% (0,26) 2,46% (0,07) 10,88° (0,19)
B 20,60° (1,08) 4,47 (0,00) 26,63° (3,28)
2009 A 13,90 *° (0,96) 13,90° (0,90) 25,11° (0,46)

Valores expresados como: Medias (desviacidon estandar, n-1) n=3. En cada columna y para cada especie,

diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). nd (no detectado).
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8.3.1b.- Contenido de acido ascorbico (AA), acido dehidroascérbico (ADHA) y vitamina C

total (mg/100g) de las especies silvestres de brote y bulbo analizadas en el presente

estudio
Especie _ Vitamina C (mg/100 g) _
Ao Loc. AA (mg/100g) ADHA (mg/100g) Vitamina C
2007 B 26,36° (0,88) 084° (0,76) 27,71 (0,92)
2008 A 7,66° (0,35) 34,03° (4,26) 38,22 (3,28)
Asparagus acutifolius B 24,36° (0,74) 2,43 (1,18) 26,017 (2,44)
2009 A 29,29° (0,03) 26,02° (0,60) 56,67° (0,58)
B 33,19° (0,11) 8,72° (0,43) 40,20 (2,15)
2007 A 20,27 *(0,87) 3,86°  (2,72) 24,13° (2,43)
B 15,16° (0,25) 13,03° (0,00) 28,19 (0,00)
Bryonia dioica 2008 A 4,57° (0,92) 13,66° (1,33) 18,24° (1,38)
B 21,04° (2,08) 3,09° (0,14) 24,79° (2,32)
2009 A 11,99° (0,31) 13,67° (1,69) 25,67° (2,01)
2007 A 14,45% (1,70) 27,58° (0,21) 42,037 (1,69)
B 11,127 (1,08) 28,63° (0,62) 39,32 % (0,80)
Humulus lupulus 2008 A 3450° (1,81) 16,06 (2,74) 49,52 (12,82)
B 17,04% (0,12) 12,83°% (3,35) 29,87 (3,50)
2009 A 37,25° (0,19) 2322° (0,85) 60,95° (0,13)
2007 A 52,37 (0,99) 27,30° (1,10) 79,44° (0,18)
B 48,73° (2,30) 22,08 (3,11) 70,81° (5,41)
Tamus communis 2008 A 28,997 (3,29) 10,24° (3,29) 41,42° (0,20)
B 36,78° (4,26) 7,19°  (2,39) 46,42° (0,55)
2009 A 56,87° (0,21) 1,56°  (0,11) 58,57 (0,37)
2007 A 423° (0,23) 3,837 (0,21) 8,06° (0,41)
Allium ampeloprasum B 3’49b (0,26) 1’15a (0,16) 4177ab (0,01)
2008 A 7,89 (1,17) 3,167  (2,36) 11,54 (1,23)
B 1,58° (0,27) 0,43% (0,17 2,39° (0,61)

Valores expresados como: Medias (desviacidon estandar, n-1) n=3. En cada columna y para cada especie,

diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). nd (no detectado).

El acido ascdrbico es un parametro muy condicionado por variables ambientales; en este

sentido el contenido, tanto vitamina C como de cada una de sus formas activas, en

muestras de la misma especie recolectadas en diferentes lugares y afios, fue muy variable

(tabla 8.3.1a,b), llegando a alcanzar coeficientes de variacion de 59,5%. El efecto debido a
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la temporada solo se manifestéd de una forma clara en Tamus communis, en la que las
muestras recolectadas en 2007 fueron mas ricas en vitamina C que las recolectadas en
2008 y 2009. En cuanto al efecto de la localidad, el estudio estadistico pone de manifiesto
que la vitamina C fue mas abundante en las muestras de Foeniculum vulgare recolectadas
en Valdelatas, asi como en las de Asparagus acutifolius, y Humulus lupulus, recolectadas

en El Encin.

Las especies mds estables, en cuanto al contenido total de vitamina C fueron Bryonia
dioica vy Silene vulgaris, aunque el reparto de las dos isoformas (AA y ADHA) fue muy
irregular, manteniendo, sin embargo, un contenido total muy parecido en todas las
muestras para cada especie. Por el contrario el perfil de ambas isoformas fue constante en
la mayor parte de las especies; asi Tamus communis, Silene vulgaris, Montia fontana,
Asparagus acutifolius y Allium ampeloprasum se caracterizaron por presentar al AA como
isoforma mayoritaria en todos los casos, independientemente de la temporada o localidad
de muestreo, mientras que en el caso de Foeniculum vulgare la isoforma mayoritaria fue

siempre el ADHA.

8.4.- Acidos organicos

Respecto a otros acidos organicos, como se ha comentado en el capitulo anterior, son
compuestos muy condicionados por el metabolismo de la planta, pudiendo presentar
actividad bioldgica en el hombre por diferentes mecanismos (Seabra et al., 2006).

La figura 8.4.1 muestra, a modo de ejemplo, el perfil cromatografico de los acidos

orgdnicos encontrados en los brotes tiernos de Montia fontana.
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Figura 8.4.1.- Perfil cromatografico de acidos organicos de Montia fontana. Acido Oxalico (OA), acido Malico

(MA), acido ascorbico (AA), acido citrico (CA)

La tabla 8.4.1 a y b, y figura 8.4.2, presentan los valores de los acidos organicos

identificados y cuantificados en las especies silvestres estudiadas en este capitulo.

Figura 8.4.2.- Contenido de acidos organicos (g/100g) de las especies silvestres analizadas en el presente

estudio
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Como se ha comentado anteriormente, algunas especies pertenecientes a ciertas familias
como Portulacdceas vy Lilidceas, corresponden a las llamadas plantas C4, que presentan
una incorporacion del CO, atmosférico mediante mecanismos diferentes a los habituales
en otras plantas (plantas C3), sintetizandose acidos organicos como via de reserva de CO,
en la planta. De este modo, compuestos como el dcido oxdlico, malico y aspartico cobran
especial importancia, asi como otros acidos organicos que pudieran derivar (via ciclo de

Krebs o por otras vias) a partir de estos compuestos, como es el caso del 4cido oxalico.

Como se observa en la figura 8.4.2, el contenido y perfil de dcidos orgdnicos varia mucho
en funcién de la especie estudiada, destacando Bryonia dioica por presentar el mayor
contenido medio de 4cidos organicos (1430 mg/100g), frente a los casi 350 mg/100g que

se presentaron en Foeniculum vulgare.

Dicha variabilidad también se observd respecto al acido organico mayoritario, siendo el
perfil de dcidos organicos, generalmente, constante para cada especie. En el caso de los
tallos con hojas fue el acido oxalico, con valores medios de 570 mg/100g, 540 mg/100g,
340 mg/100g y 190 mg/100g, para Apium nodiflorum, Montia fontana, Silene vulgaris y
Foeniculum vulgare, respectivamente. La mayor parte de las especies estudiadas en el
capitulo anterior, cuya parte comestible estuvo constituida por hojas basales, también
presentaron como acido mayoritario el oxalico (excepto Taraxacum obovatum y Cichorium
intybus, con bajos contenidos de acidos organicos y en las que no destacé de forma clara
ningun acido). El hecho de que las muestras que contienen hojas poseen unos mayores
niveles de acido oxdlico, podria ser atribuido a un predominio del dcido oxdlico en los
tejidos foliares de los vegetales (los encargados de realizar la fotosintesis), mientras que
en otros tipos de tejidos, otros compuestos entrarian a formar parte de esta fraccién (en
los brotes tiernos y el bulbo, los niveles de dicho acido estuvieron en todos los casos por
debajo de 290 mg/100 g). Esto coincide con lo indicado por Gupta et al., (2005) para las

hojas basales de especies silvestres procedentes de Nigeria, con valores de entre 1080 a
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1410 mg/100g de acido oxalico en especies silvestres, de los géneros Triantheme,

Boerhania, Digera y Amarantus, procedentes de Nigeria.

El 4cido glutdmico uUnicamente fue cuantificado en Allium ampeloprasum, Asparagus
acutifolius y Bryonia dioica. Por otro lado, el 4cido malico destaco como acido orgdnico
mavyoritario en los brotes tiernos de Bryonia dioica y Humulus lupulus, estando en
concentraciones relativamente bajas en el grupo de tallos silvestres (por debajo de 80

mg/100g).

El contenido del acido citrico en los vegetales silvestres estudiados en el presente capitulo
oscila entre 30 mg/100g para la berraza a 410 mg/100g para el lupio, siendo en el caso de

Tamus communis, el dcido orgdnico mayoritario.

Los brotes de esparrago triguero (Asparagus acutifolius) y los bulbos de ajoporro (Allium
ampeloprasum) presentaron los contenidos totales de acidos orgdnicos mas bajos, con
valores medios de 420 y 310 mg/100g, respectivamente, sin que pueda destacarse de

forma clara un 4cido mayoritario para estas especies.

El dcido fumarico y succinico, en comparacién con el resto de acidos organicos, son
compuestos minoritarios en las especies silvestres en general y concretamente en las
estudiadas en el presente trabajo. El dcido fumarico fue encontrado en casi todas las
especies en niveles traza, siendo Unicamente cuantificado en mayor proporcién en algunas
de las muestras correspondientes a dos especies silvestres de brote: Tamus communis
(240 mg/100g) y Bryonia dioca (10 mg/100g). Algo similar ocurre para el acido succinico,

detectandose Unicamente en Asparagus acutifolius (10 mg/100g).
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8.4.1a.- Contenido de acidos organicos (g/100g) en las especies silvestres de tallo

analizadas en el presente estudio

, - Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Especie Ao | Loc. 1 . - s ‘. .
oxalico glutamico malico citrico fumadrico succinico
2007 A 0,11% (0,02) nd 0,03%(0,00) 0,02%(0,01) r. nd
) 2008 A 1092° (0,34) nd 0,05%(0,00) 0,01%(0,01) nd nd
Apium B 0,53% (0,01) nd 0,04 (0,00) nd Tr. nd
nodiflorum b b a
2009 A 0,90° (0,03) nd 0,13°(0,00)  0,01°(0,03) Tr. nd
B |0,63% (0,30) nd 0,14°(0,01) 0,07"(0,00) Tr. nd
2007 A 0,12% (0,01) nd 0,01%(0,00) 0,01%(0,00) r. nd
Foeniculum B | 040° (0,02) nd 0,02%(0,00)  0,01°(0,00) Tr. nd
vulgare 2008 A 0,47° (0,02) nd nd 0,08b(0,00) Tr. nd
B | o0,10° (0,00 nd nd 0,10" (0,00) Tr. nd
2007 A 0,04% (0,00) nd nd nd nd nd
2008 | A | 034" (0,00) nd 0,14° (0,01) 0,03%(0,00) nd nd
Montia
fontana B 0,99° (0,03) nd 0,02%(0,000 0,10"(0,00) nd r.
2009 | A | 0,25%(0,03) nd 0,10°(0,00)  0,02°(0,00) nd nd
B 0,95 (0,00) nd nd nd nd nd
2007 A 0,02% (0,01) nd 0,01°(0,00) Tr. Tr. nd
B | 0,22° (0,01) nd 0,02 % (0,00) Tr. Tr. nd
Silene
. 2008 | A | 023" (0,01) nd 0,06°(0,01)  0,06°(0,00) nd nd
vulgaris d c
B 0,80° (0,03) nd 0,10 (0,01) nd Tr. nd
2009 A 0,45° (0,03) nd nd 0,12%(0,01) Tr. nd

Valores expresados como: Medias (desviacion estandar, n-1) n=3. En cada columna y para cada especie ,

diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Nd (no detectado); Tr. (trazas: <5 mg/100g).
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8.4.1b.- Contenido de acidos organicos (g/100g) en las especies silvestres de brote y

bulbo analizadas en el presente estudio

] - Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Especie Afo | Loc. ‘) L. 0 _ . L.
oxalico glutamico malico citrico fumdrico  succinico
2007 | B | 020" (0,04) 0,04%(0,000 0,02°(0,01) 0,03°(0,01) Tr. 0,01 (0,00)
A 2008 | A | 0,07 (0,01) nd 0,04% (0,01) 0,10%(0,01) Tr. nd
sparagus B | 0,20°°(0,00) nd 0,06° (0,000 0,09%(0,00) nd nd
acutifolius ab b c b
2009 | A 0,10°° (0,01) 0,11°(0,01) 0,22° (0,04) 0,33 (0,05) Tr. nd
B |0,12% (003) 0,04%(0,000 0,19°(0,06) 0,137(0,11) Tr. nd
2007 A 0,12% (0,01) 0'07b(0’00) Tr. Tr. Tr. nd
B | 008% (0,01) 0,05%(0,00) nd 0,02°(0,00) 0,01(0,00) nd
Brvoni
;if;:;a 2008 A 0,44 be (0,02) nd 1,64 ° (0,06) nd Tr. nd
B | 0,63° (0,08) nd 1,75°(0,09) 0,05 " (0,00) Tr. nd
2009 | A | 036° (002) 0,11°(0,00) 1,71°(0,04) 0,06"°(0,01) Tr. nd
2007 A 0,05% (0,00) nd 0,30°%(0,08) nd nd nd
B | 0,07 (0,00) nd 0,29°(0,00) nd nd nd
Humulus 2008 A 0,19b (0,02) nd 1'04b(0’17) nd Tr. nd
lupulus b b a
B 0,16 (0,02) nd 0,88°(0,26)  0,09°(0,00) Tr. nd
2009 | A | 0,08% (0,02) nd 0,76°(0,17)  0,12°(0,03) Tr. nd
2007 | A | 0,01% (0,00) nd 0,01%(0,00) 0,23%(0,02) nd nd
B | 0,01% (0,00 nd 0,01°(0,00) 0,21%(0,00) nd nd
Tamus . 2008 A 0,06b (0,00) nd nd nd tr. nd
communis b
B 0,09° (0,00) nd nd nd nd nd
2009 | A | 008" (0,01) nd nd nd 0,24 (0,01) Tr.
2007 | A | 0,01® (0,000 0,01%(0,000 0,01°(0,000 0,01°(0,00) Tr. nd
Allium B Tr. Tr. 0,01%(0,00) 0,01%(0,00) Tr. nd
ampeloprasum | 2008 | A | 024° (0,000 0,16°(0,01) 0,27°(0,05) 0,06"(0,00) nd
B | 008%®(002) 003%°0,01) 021°(007) 0,04°(0,02) nd nd

Valores expresados como: Medias (desviacion estandar, n-1) n=3. En cada columna y para cada especie ,

diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Nd (no detectado); Tr. (trazas:<5 mg/100g).

Tal y como se observa en la tabla 8.4.1a,b, de un afio a otro de muestreo se ha producido

una variacion estadisticamente significativa (p < 0,05) de algunos acidos organicos, como

es el caso del acido oxdlico. Dicho compuesto presenté variaciones en todas las especies
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estudiadas a excepcion del lupio (Tamus communis). En la mayor parte de las especies se
observaron valores significativamente superiores (p < 0,05) en 2008 y 2009, con respecto a
2007, a excepcion del esparrago triguero que presentd un mayor contenido de acido
oxalico en 2007. Destaca Bryonia dioica, Humulus lupulus y Asparagus acutifolius,
observandose diferencias de hasta 550 mg/100g, 140 mg/100g y 80 mg/100g,

respectivamente entre los contenidos de acido oxdlico en 2007 y 2009.

La coruja (Montia fontana) fue la Unica especie que presentd variaciones estadisticamente
significativas en el contenido de 4cido oxalico entre localidades, destacando el Puerto de
Canencia por presentar los valores mas elevados (p < 0,05), proximos a 1000 mg/100g.
Esta especie, junto con Apium nodiflorum (muestras recolectadas en Villar del Olmo en

2008 y 2009) fue la que alcanzé los contenidos de acido oxalico mas elevados.

Como se ha comentado en el capitulo anterior, la variacidn encontrada en el contenido de
acido oxdlico de las especies estudiadas puede deberse a las variaciones ambientales a
que se vieron sometidas: las variaciones en la temperatura y precipitaciones medias
observadas para el mismo periodo de recoleccién pueden condicionar la fenologia o
estado de desarrollo de la planta, lo que condiciona en gran medida la actividad
metabdlica y concentracidon de compuestos como son los acidos orgdnicos, implicados en
el desarrollo, y maduracidn de la planta. En esta linea, estudios realizados sobre Portulaca
oleracea, especie perteneciente a la misma familia que Montia fontana, demostraron que
el contenido de 4cido oxalico estaba relacionado con la concentracidn de nitrégeno total y
la proporcidon de nitrato/amonio del sustrato de crecimiento de la planta. Asi, la
disminucién de la concentracién de nitrégeno total y por lo tanto el aumento del ratio de
nitrato/amonio puede incrementar el contenido acido oxalico en la misma (Fontana et al
2006; Palaniswamy et al 2002). Este hecho podria estar relacionado con las grandes
diferencias encontradas en el contenido de 4cido oxalico de las partes comestibles de esta
y otras especies, cuando se analizan muestras procedentes de diferentes lugares vy

temporadas.
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Al igual que para el acido oxalico, gran parte de las especies silvestres estudiadas
mostraron una variacion significativa (p < 0,05) del contenido de acido malico, a excepcidn
de la coruja (Montia fontana). En las demas especies los valores fueron significativamente
superiores en la segunda y tercera temporada de recoleccién, menos en el caso de el lupio
(Tamus communis), donde los valores superiores se observaron en el 2007;
concretamente para el lupio este acido Unicamente se cuantifico en dicha temporada.
Destacé Humulus lupulus, Allium ampeloprasum y Bryonia dioica, por ser las especies en
las que en mayor medida se incrementaron los valores de dcido malico entre temporadas,
con variaciones de hasta 700 mg/100g y 200 mg/100g. Bryonia dioica destacd
especialmente, ya que no presentd practicamente dcido malico en 2007, mientras que en

el 2008 y 2009 se encontraron niveles superiores a 1000 mg/100g.

En el caso del acido citrico, se observaron valores significativamente superiores (p < 0,05)
en el 2008 y 2009 para la mayoria de las especies donde se encontré. Destacé el esparrago
triguero que presentd valores de hasta 5 veces superiores (20 a 100 mg/100g) entre
temporadas. Asimismo hay que resaltar que las muestras de esparrago de nuez (Humulus
lupulus) y lupio (Tamus communis) presentaron ausencia de este compuesto en una de las

temporadas estudiadas. No observdndose grandes variaciones entre localidades.

Por ultimo, en el caso del acido fumdrico, destacaron el lupio y el espdrrago de nuez por

ser las Unicas especies donde se cuantificé este compuesto en algunas de las temporadas

estudiadas.
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8.5.- Acido félico y folatos

El contenido de acido félico y folatos de las muestras analizadas en el presente estudio,

cuantificados en forma de 5SMTHF monoglutamato y diglutamato, se muestran en la tabla

8.5.1vy figura 8.5.1.

Los niveles de folatos en estas especies fueron elevados en la mayor parte de las especies,

encontrdndose en el mismo rango que los detectados para las verduras de hoja

comentadas en el capitulo anterior. Silene vulgaris (figura 8.5.1) fue la especie que

presentd un mayor contenido de folatos totales (0,848 mg/100g), seguido por Asparagus

acutifolius y Foeniculum vulgare (0,481 mg/100g y 0,470 mg/100g, respectivamente),

mientras que Montia fontana y Tamus communis presentaron los contenidos mas bajos

(0,060 y 0,065 mg/100g, respectivamente).

Tabla 8.5.1.- Contenido de acido félico y folatos (mg/100g) en las especies silvestres de

tallo, brote y bulbo analizadas en el presente estudio

Especie SMTHF-DG SMTHF-MG Folatos totales
Apium nodiflorum 0,185 (0,002) Tr. 0,185 2 (0,002)
Foeniculum vulgare 0,488 (0,000) 0,001 (0,000) 0,470 be (0,019)
Montia fontana 0,053 (0,000) 0,006 (0,000) 0,060 ° (0,000)
Silene vulgaris 0,844 (0,106) 0,004 (0,002) 0,848 % (0,107)
Asparagus acutifolius 0,479 (0,197) 0,002 (0,001) 0,481 ©(0,197)
Bryonia dioica 0,070 (0,005) 0,002 (0,000) 0,072 (0,005)
Humulus lupulus 0,246 (0,044) 0,002 (0,000) 0,248 2 (0,044)
Tamus communis 0,059 (0,000) 0,006 (0,000) 0,065 ? (0,000)
Allium ampeloprasum 0,242 (0,050) 0,003 (0,002) 0,246 2 (0,052)

Valores expresados como: Medias (desviacién estandar, n-1), n=3. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tr. (trazas: < 5 pug/100g)
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ab ab
ab

Figura 8.5.1.- Contenido total de folatos en las especies silvestres de tallos, brotes y bulbo estudiadas.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), n > 12.

MG (5MTHF-Monoglutamato); DG (5MTHF-Diglutamato).

Como ocurre con otros parametros, hasta la fecha, no existen datos bibliogréaficos
relativos al contenido de acido félico y folatos de las especies silvestres estudiadas, con los
que comparar nuestros resultados. Solo se pueden comparar con los datos bibliograficos
de contenido de acido félico y folatos de los parientes cultivados de algunas de las
especies estudiadas, para el hinojo, la especie silvestre presenta algo mas de cuadruple
(0,470 mg/100g) de la concentracion de folatos encontrada en su pariente cultivado

(0,100 mg/100g).

Algo similar ocurre para el esparrago triguero (Asparagus acutifolius) y del ajoporro
(Allium ampeloprasum). Para el esparrago triguero, la especie silvestre presenté 0,481
mg/100g frente a los 0,095 mg/100g y 0,108 mg/100g encontrados en la especie cultivada
(Asparagus officinalis) segin Soongsongkiat et al. (2010); En el caso del ajoporro su

pariente cultivado (Allium porrum) presenta concentraciones muy inferiores de folatos
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(0,103 mg/100g, segun Souci et al., 2008), mientras que los bulbos de otra especie del
mismo género (Allium tuberosum) presentaron niveles de 0,045 mg/100g y 0,150

mg/100g, segiin Miyamoto (1973) y lwatani et al. (2003), respectivamente.

8.6.- Acidos grasos

Respecto a la caracterizaciéon de compuesto lipofilos de las especies silvestres analizadas
en el presente estudio, todas mostraron un contenido de extracto etéreo relativamente
bajo, inferior a 2g/100 g peso fresco, siendo Montia fontana la especie que presenté mas
grasa (1,91 g/100g), seguida por Tamus communis con 1,24 g/100g, mientras que Allium
ampeloprasum fue la especie que presentd los valores mas bajos, en torno a 0,51 g/100 g.
A partir de la fraccion lipdfila extraida para evaluar grasa total, se estudid
cromatograficamente el perfil de acidos grasos de dichos vegetales. Se identificaron y
cuantificaron un total de treinta acidos grasos diferentes (Tabla 8.8), siendo los
mayoritarios, al igual que para las especies silvestres de hoja, el acido a-linolénico (ALA,

C18:3n3), linoleico (LA, C18:2n6)y el acido palmitico (PA, C16:0).

La figura 8.6.1 muestra, a modo de ejemplo, el perfil de acidos grasos que se encuentran

en Tamus communis.
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Figura 8.6.1.- Perfil cromatografico de los acidos grasos de Tamus communis. 1. C8:0; 2. C10:0; 3. C12:0; 4.
C13:0; 5. C14:0; 6. C14:1; 7. C15:0; 8. C16:0; 9. C16:1; 10. C17:0; 11. C18:0; 12. C18:1n9c; 13. C18:2n6c; 14.
C18:3n6; 15. C18:3n3; 16. C20:0; 17. C20:1c; 18. C20:2c; 19. C20:3n3+C21:0; 20. C20:5n3; 21. C22:0; 22.
C22:1n9; 23. C22:2; 24. C23:0; 25. C24:0; 26. C24:1.

Como se muestra en la Tabla 8.6.1, dentro de los acidos grasos saturados (AGS), el
palmitico (AP) fue el mayoritario en las especies estudiadas, donde los porcentajes mas
elevados se encontraron en Asparagus acutifolius (28,65%) seguido de Allium
ampeloprasum (26,42%). El contenido de este acido graso en los tallos fue de entre 11,33
y 18,15% (respectivamente para Montia fontana y Silene vulgaris), mientras que para los
brotes los valores oscilan algo mas, entre 14,91 a 28,65%, en Tamus communis y

Asparagus acutifolius, respectivamente.

Otros AGS presentes en todas las especies estudiadas fueron el acido estedrico (C18:0),
cuyos niveles mas altos fueron observados en Allium ampeloprasum (3,30%); el acido
behénico (C22: 0), que alcanzé su valor mas alto en Humulus lupulus (2,86%); asi como el
acido lignocérico (C24:0), que también se identifico en todas las muestras, observandose

el mayor porcentaje en Tamus communis (2,14%). El acido graso monoinsaturado (AGMI)
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mas abundante en las especies silvestres fue el 4cido oleico (C18: 1), que aparece en todas

las muestras con un rango de 1,21% en Bryonia dioica a 7,39% en Allium ampeloprasum.

Entre los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), el AL y ALA fueron los predominantes en la
mayoria las especies. El primero (AL) se identificd en todas las muestras, con valores desde
6,48% en Bryonia dioica a 53,45% en Allium ampeloprasum. Mientras que para el ALA se
observaron los valores mas altos en Bryonia dioica con 67,78% (dentro de los brotes) y con
37% para Foeniculum vulgare (dentro de los tallos), no siendo detectado en Allium
ampeloprasum. Por otra parte, es importante destacar la presencia de otros acidos grasos
poliinsaturados, tales como eicosatrienoico (C20:3n6), eicosapentaenoico (C20:5n3) vy
docosahexaenoico (C22:6n3); este Ultimo sdélo se identificd en Foeniculum vulgare (Tabla

8.8) de entre todas las verduras estudiadas, incluidas las de hoja.

En general, nuestros resultados parecen estar de acuerdo con los obtenidos por otros
autores, como por ejemplo en el caso de Asparagus acutifolius, Bryonia dioica, Foeniculum
vulgare, Silene vulgaris y Tamus communis (Alarcéon et al, 2006; Barros et al, 20103;
Martins et al., 2011; Vardavas et al, 2006a). En todos ellos, los acidos grasos mayoritarios
fueron (AP, AL, ALA), lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el presente
estudio, donde el AL fue el acido graso principal en Asparagus acutifolius y Tamus
communis, mientras que en Humulus lupulus y Bryonia dioica el predominante fue el ALA,
sobre todo en la segunda especie, donde casi alcanzé el 70% del contenido total de acidos

grasos (véase la tabla 8.6.1).

Por otro lado, se han comparado los datos obtenidos en el presente estudio con los
publicados sobre algunas de las especies que se cultivan, como Foeniculum vulgare y
Asparagus officinalis (Souci et al., 2008). El AP se ha identific6 en ambas especies
cultivadas, el AL fue el acido graso principal en Foeniculum vulgare y en Asparagus

officinalis, lo cual concuerda con nuestros resultados.
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Tabla 8.6.1.- Contenido relativo de acidos grasos (%) en los vegetales silvestres de tallos, brotes y bulbo estudiados

Apium Foeniculum Montia Silene Asparagus Bryonia Humulus Tamus Allium
nodiflorum vulgare fontana vulgaris acutifolius dioica lupulus communis ampeloprasum
C6:0 nd 0,41 (0,02) nd 0,11 (0,03) nd 0,02 (0,01) 0,20 (0,05) nd nd
C8:0 0,73(0,09) 0,42 (0,02) 0,05(0,01) 0,06(0,02) 0,21(0,05) 0,08(0,05)  0,05(0,01) 0,05(0,00) 0,33 (0,07)
C10:0 0,20(0,01) 0,12(0,01) 0,07 (0,03)  0,05(0,02) 0,39(0,06) 0,05 (0,03) nd 0,04 (0,00)  0,21(0,02)
C11:0 0,29 (0,01) nd nd 0.09 (0,03) nd 0,00 (0,00) nd nd 0,05 (0,01)
C12:0 nd 0,08(0,01) 0,18(0,07) 0,44(0,14)  0,45(0,05) 0,08(0,04)  0,05(0,01) 0,06(0,000 0,18 (0,03)
C13:0 nd 0,03 (0,01) nd 0,01 (0,01) nd nd nd 0,01(0,00) 0,04 (0,02)
C14:0 0,69(0,09) 0,83(0,04) 0,60(0,14) 1,04(0,12) 0,72(0,06)  0,33(0,09) 0,49(0,03) 0,15(0,00) 0,64 (0,03)
c14:1 0,92 (0,09) 0,69(0,01) 0,34(0,09 0,87 (0,04) nd 0,06 (0,02) 0,08 (0,01) 0,03 (0,00) nd
C15:0 0,35(0,18)  0,25(0,04) 0,36(0,05) 0,54 (0,04) 0,63(0,08) 0,17(0,04) 0,10(0,04) 0,22(0,00) 0,55 (0,03)
C16:0 16,29 (0,96) 17,37(0,28) 11,33(0,98) 18,15(0,37) 28,65(0,02) 17,01(1,22) 19,52 (0,61) 14,91 26,42 (0,30)
c16:1 1,10(0,32)  0,15(0,01)  0,34(0,03) 0,34 (0,01) nd 0,10(0,00) 0,46 (0,01) 0,15(0,00) 0,22 (0,02)
C17:0 nd 0,29 (0,00) 0,23(0,000 0,21(0,02) 0,72(0,01) 0,39(0,02) 0,34(0,02) 0,17(0,000 0,89 (0,13)
C18:0 1,77(0,33)  1,55(0,03) 0,99 (0,04) 1,85(0,01)  2,70(0,52) 2,66 (0,04)  1,60(0,05) 0,98 (0,00) 3,30 (0,35)
C18:1n9 3,33(0,02) 2,14(0,08)  6,05(0,42)  2,74(0,10)  4,87(0,07)  1,21(0,03)  1,88(0,10) 4,57 (0,01) 7,39 (0,42)
C18:2n6 24,60 (0,77) 37,01(0,13) 18,22(0,39) 22,26 (0,35) 42,29 (0,02) 6,48(0,10) 29,72 (0,85) 42,45 53,45 (0,27)
C18:3n6 nd nd 0,40 (0,01) 0,19 (0,04) nd nd 0,36 (0,01) 0,90 (0,01) nd
C18:3n3 43,46 (0,08) 35,54 (0,52) 47,65(0,23) 44,68(0,64) 14,01(0,54) 67,78 (1,10) 38,16 (0,02) 31,27 nd
€20:0 0,34(0,04) 0,76(0,01)  9,45(1,72)  2,79(0,05)  0,45(0,14)  0,52(0,00)  2,34(0,15) 0,22(0,01) 0,80 (0,22)
C20:1 nd 0,10(0,02)  0,05(0,01) 0,06 (0,02) nd nd 0,13 (0,01) 0,25 (0,06) nd
€20:2 nd 0,12 (0,01) nd 0,19 (0,00) nd nd 0,34(0,09) 0,17(0,05) 0,17 (0,02)
C20:3n6 2,64 (2,85) nd 0,71 (0,55) nd nd nd nd nd nd
€20:3n3+C21:0 nd 0,14 (0,04) 0,14 (0,00) 0,17 (0,02) nd 0,16 (0,01) 0,44 (0,04) 0,04 (0,00) 0,44 (0,04)
C20:5n3 nd nd nd nd nd nd nd 0,04 (0,01) 0,10 (0,01)
€22:0 1,22 (0,05)  1,02(0,03)  1,53(0,33)  1,03(0,01)  2,22(0,03)  1,04(0,05) 2,86(0,23) 1,01(0,01) 2,75 (0,05)
€22:1n9 nd nd 0,68 (0,00) 0,34 (0,03) nd 0,26 (0,03) nd 0,01 (0,01) nd
C22:2 nd nd nd nd nd nd nd 0,04 (0,01) nd
C22:6n3 nd 0,14 (0,05) nd nd nd nd nd nd nd
€23:0 nd 0,16 (0,03) 0,06 (0,01) 0,06(0,02)  0,36(0,17) nd nd 0,11(0,00) 0,34 (0,07)
C24:0 2,07(0,02) 0,69(0,05) 0,558(0,06) 1,74(0,13)  1,33(0,31)  1,58(0,21) 0,89 (0,54) 2,14(0,07) 1,73 (0,49)
C24:1 nd nd nd nd nd nd nd 0,05 (0,01) nd
Extracto etéreo (%) 0,74 0,76 1,91 1,31 0,99 1,39 1,08 1,24 0,51

Valores expresados como: Medias (desviacién estandar, n-1), n=3. Acido Caproico (C6:0); Acido caprylico (C8:0); Acido caprico (C10:0); Acido undecanoico (C11:0); Acido laurico (C12:0); Acido
tridecanoico (C13:0); Acido miristico (C14:0); Acido miristoleico (C14:1); Acido pentadecanoico (C15:0); Acido palmitico (C16:0); Acido palmitoleico (C16:1); Acido heptadecanoico (C17:0); Acido esteérico

(€18:0); Acido oleico (C18:1n9c); Acido linoleico

(C18:2n6c); Acido y-linolénico (C18:3n6); Acido a-linolénico (C18:3n3); Acido arachidico (C20:0); Acido eicosenoico (C20:1c); Acido cis-11.14-

eicosadienoico (C20:2c); Acido cis-8.11.14-eicostrienoico (C20:3n6); Acido cis-11.14.17-eicosatrienoico y Acido heneicosanoico (C20:3n3 + C21:0); Acido cis-5. 8. 11. 14. 17-eicosapentaendico (C20:5n3);
Acido eneicosanoico (€21:0); Acido behenic0 (C22:0); Acido eruicico (C22:1n9); Acido cis-13. 16- docosadienoico (C22:2); Acido cis- 4. 7. 10. 13. 16. 19 — docosahexaenoico (C22:6n3); Acido tricosanoicp
(€23:0); Acido lignocerico (C24:0); Acido nervonico (C24:1). nd (no detectado).
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Los porcentajes de cada grupo de acidos grasos (AGS, AGMI y AGPI), la relacion entre
AGPI/AGS y las proporciones de w-6/w-3 se han calculado para valorar, desde un punto de
vista nutricional, la calidad de la fraccidon de acidos grasos de estas especies silvestres
comestibles. Dichos resultados se muestran en la Tabla 8.6.2; la Figura 8.6.2 muestra la

contribucién de cada grupo de acidos grasos en todas estas especies estudiadas.

Tabla 8.6.2.- Contribucion de cada tipo de acidos grasos en especies silvestres de tallo,
brote y bulbo

Especie Total AGS Total AGMI Total AGPI AGPI/AGS w-6/w-3

Apium nodiflorum 23,94°(1,56) 5,36 °(0,44) 70,70 (2,00) 2,96 (0,28)  0,63°(0,05)
Foeniculum vulgare 23,97°(0,26)  3,08°(0,08) 72,95°(0,32)  3,04%0,05)  1,03°(0,02)
Montia fontana 25,42°(0,87)  7,46%(0,30) 67,12°(1,17)  2,64°(0,14  0,40°(0,02)
Silene vulgaris 28,17°(0,83)  4,35°(0,14) 67,48°(0,97)  2,40°(0,10)  0,50°(0,00)

Asparagus acutifolius ~ 38,83° (0,49) 4,87 ° (0,07) 56,30 °(0,56) 1,45%(0,03) 3,027 (0,11)

Humulus lupulus 28,43°(0,76)  2,55°(0,10) 69,02°(0,85)  2,43°(0,10) 0,78°(0,02)
Tamus communis 18,857 (0,73) 0,92°(0,10) 80,23°(0,68) 4,26°(0,20)  0,21°(0,01)
Bryonia dioica 23,95°(1,20) 1,63°(0,02) 74,42 °(1,21) 3,119(0,21)  0,10%(0,00)
Allium ampeloprasum ~ 38,23%(0,63)  7,617(0,44) 54,16%(0,29)  1,42(0,03)  99,59°(5,80)

Valores expresados como: Medias (desviacidn estandar, n-1) n=3. En cada columna, diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). AGS (Acidos grasos saturados); AGMI (acidos grasos
monoinsaturados); AGPI (acidos grasos poliinsaturados).

Figure 8.6.2. Contribuciones AGS, AGMI y AGPI al contenido total de acidos grasos presentes en los
vegetales silvestres estudiados
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Como se puede observar en la Tabla 8.6.2 y Figura 8.6.2, Allium ampeloprasum fue la
especie que mostro el valor mas alto del total de AGS (38,23%), mientras que Tamus
communis fue el que menor porcentaje presentd (18,85%). Los tallos fueron bastante
homogéneos entre si respecto al contenido de AGS, con valores en torno al 23-28%,
mientras que en los brotes, se observé una mayor variacion, con valores de entre 18,85%

para Tamus communis a 38,83% para Asparagus acutifolius.

Respecto a los 4cidos grasos insaturados, Allium ampeloprasum presenté el valor mas alto
de AGMI (7,61%) en contraste con Tamus communis (0,92%), mientras que esta Ultima
especie que mostré el mayor contenido total AGPI (80,23%). De los brotes tiernos,
Asparagus acutifolius fue el que presentd un menor contenido de AGPI (56,30%), por otro
lado, para los tallos, dichos valores oscilaron entre 67% de Montia fontana al 72% de

Foeniculum vulgare.

Tal y como se comentd en el capitulo anterior la relacién AGPI/AGS asi como w-6/ w-3 son
buenos indicadores de la calidad de la dieta en lo referente a la ingesta de grasas. En este
aspecto, destaco el ajoporro (Allium ampeloprasum) por presentar valores de 99,59; asi
como el espdrrago triguero destaco entre los brotes tiernos (3,02), al igual que el hinojo
(1,03) para los tallos. De todas las especies estudiadas en este capitulo, el esparrago de
nuez (Bryonia dioica) fue la especie que menor proporcién presenté (0,10), contribuyendo

asi mejor a un perfil lipidico, mds saludable en la dieta.

8.7.- Tocoferoles (Vitamina E)

Respecto al contenido de Vitamina E, las cuatro isoformas (a, B, y y 8) tocoferoles fueron
identificadas en las muestras estudiadas. La Figura 8.7.1 muestra, a modo de ejemplo, un
perfil de tocoferoles obtenidos para las collejas (Silene vulgaris), y la figura 8.7.2 muestra

el contenido de tocoferoles totales en las muestras analizadas.
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Figura 8.7.1.- Perfil cromatografico (HPLC-FL) de Silene vulgaris. Picos: (1) o-tocoferol; (2) BHT

(butilhidroxitolueno); (3) p-tocoferol; (4) y-tocoferol; (5) 8- tocoferol; (6) P.I. — Patrén interno (tocol)

Figura 8.7.2.- Contenido total de tocoferoles y sus isoformas (mg/100g) en los vegetales silvestres analizados

en el presente estudio
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Tabla 8.7.1. Composicion de tocoferoles (mg/100g) en las especies silvestres de tallo,

brote y bulbo analizadas en el presente estudio

Especie a-Tocoferol B-Tocoferol d-Tocoferol y-Tocoferol Total

Apium nodiflorum 0,23" (0,00) 0,02 (0,00) nd 0,027 (0,00) 0,27 (0,00)
Foeniculum vulgare 0,43° (0,13) 0,08 (0,04) nd 0,07 (0,06) 0,57 (0,13)
Montia fontana 0,73° (0,01) 0,03°® (0,00) 0,04° (0,00) 0,17 (0,00) 0,98° (0,01)
Silene vulgaris 1,48 (0,17) 0,04 (0,01) 0,07° (0,00) 0,10° (0,01) 1,707 (0,19)
Asparagus acutifolius 0,28 (0,00) 0,01° (0,00) 0,01° (0,00) 0,12 (0,01) 0,41°(0,01)
Bryonia dioica 0,11° (0,01) 0,02°® (0,00) 0,01° (0,00) 0,09° (0,01) 0,23%(0,02)
Humulus lupulus 0,58 (0,06) 0,03°® (0,00) 0,10 (0,00) 1,15° (0,00) 1,837(0,07)
Tamus communis 0,17 (0,01) 0,01° (0,00) 0,03 (0,00) 0,23%(0,02) 0,46 *(0,01)
Allium nodiflorum 0,037 (0,01) nd nd 0,027 (0,00) 0,057 (0,01)

Valores expresados como Medias (desviacién estandar, n-1), n=3. En cada columna, diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

nd (no detectado).

El a-tocoferol fue la forma mds abundante en todas las muestras estudiadas. Dado que
segun Caretto et al.,, (2010) dicha isoforma es la mas activa y la que mayor actividad
vitaminica posee, podemos suponer que la especie con la mayor actividad vitaminica E fue
Silene vulgaris que presenté un contenido total de tocoferol de 1,70 mg/100g (tabla 8.7.1),
donde el a-tocoferol fue la isoforma predominante (1,48 mg/100 g). Por otro lado,
Humulus lupulus presentdé el mayor contenido de tocoferoles totales (1,83 mg/100 g),
aungue con una menor proporcion de a-tocoferol, siendo su isoforma mayoritaria, fue el

y-tocoferol (1,15 mg/100 g).
El 6-tocoferol no se encontré en Apium nodiflorum ni en Foeniculum vulgare, lo que

concuerda con los resultados obtenidos por Vardavas et al. (2006b) para la berraza y

Barros et al., (2009) para el hinojo. Sin embargo, las especies espafiolas de Silene vulgaris y
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Foeniculum vulgare revelaron un mayor contenido de tocoferol que las muestras de

procedencia portuguesa y cretense respectivamente.

Por otra parte, las muestras de Asparagus acutifolius, Bryonia dioica y Tamus communis
procedentes de Portugal y analizadas por Martins et al. (2011) mostraron mayor
contenido de tocoferoles que los brotes jévenes recolectadas en Espafia, siendo en ambos
casos el a-tocoferol la isoforma predominante. Dicha variabilidad podria deberse a las
diferentes condiciones climaticas y del suelo asi como por las condiciones post-cosecha a
las que se ve sometida la planta (Prohens et al., 2005). En este sentido, especies cultivadas
de Asparagus officinalis mostraron un contenido total de tocoferoles de 2,1 mg/100 g, de
los cuales 2 mg correspondieron al a-tocoferol, 50 ug y 70 ug al B y y-tocoferol
respectivamente, valores inferiores a su pariente silvestre (Asparagus acutifolius) (Souci et
al., 2008). Por su parte, Allium porrum y Allium sativum, especies cultivadas proximas a
Allium ampeloprasum, presentaron valores superiores que la especie silvestre (contenido
de tocoferoles totales de 100 y 547 ug respectivamente), siendo en ambos casos el a-

tocoferol la isoforma mayoritaria.

8.8.- Compuestos fendlicos y flavonoides totales

Los fenoles y flavonoides totales, por sus propiedades antioxidantes tiene un papel
importante en los mecanismos de defensa antioxidante de los sistemas bioldgicos
(Nijveldt et al., 2001). Al igual que en el capitulo anterior, para una correcta interpretacién
y discusién de los resultado, en el presente estudio se procedid a calcular el contenido de
compuestos fenodlicos y flavonoides expresados de dos formas diferentes, por un lado
como meq de acido galico/100g y meq de catequina/100, respectivamente, ambos sobre
sustancia fresca, tal y como se muestra en la figura 8.8.1, y por otro como expresados
como meqg de acido galico/g extracto metandlico y meq de catequina/g extracto

metandlico tal y como se indica en la tabla 8.8.1.
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Como podemos observar en la figura 8.8.1, la coruja (Montia fontana) fue la especie que
mayor contenido de compuestos fendlicos (237,02 meq acido galico/100g muestra),
seguido por el hinojo (Foeniculum vulgare) y el esparrago de zarza (Humulus lupulus),
mientras que la colleja (Silene vulgaris) y el ajoporro (Allium ampeloprasum) fueron las
especies que menor contenido total de compuestos fendlicos presentd (62,38 y 42,24 meq
de 4cido galico/100g muestra). En relacién al contenido de los flavonoides, destacé Apium
nodiflorum (143,29 meq de catequina/100g muestra) por presentar los mayores niveles
(p < 0,05), siendo el ajoporro (Allium ampeloprasum) la especie que menor contenido de

flavonoides presenté (6,29 meq de catequina/100g muestra).

bc a
b
¢ ab ab

Figura 8.8.1.- Contenido de compuestos fenélicos y flavonoides totales en las verduras silvestres estudiados.

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), n =3.
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Tabla 8.8.1.- Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides totales en especies

silvestres de tallo, brote y bulbo analizadas en el presente estudio

Especie Fenoles totales Flavonoides totales
(meq AG/g extracto) (mg EC/g extracto)
Apium nodiflorum 80,47" (4,41) 45,48 (1,61)
Foeniculum vulgare 42,16°(0,98) 9,72 “(0,70)
Montia fontana 75,53" (7,05) 16,67°(0,62)
Silene vulgaris 26,72°(1,63) 21,65°(5,53)
Asparagus acutifolius 17,60° (0,29) 6,09 " (0,27)
Bryonia dioica 35,107 (2,43) 16,31% (0,70)
Humulus lupulus 55,83%(1,34) 9,56 “(0,65)
Tamus communis 49,51 f (4,07) 9,33 “(1,44)
Allium ampeloprasum 5,77 %(0,63) 0,86 °(0,05)

Valores expresados como: Medias (desviacién estandar, n-1) n=3. En cada columna, diferentes letras indican

diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). EAG (equivalentes de acido galico) y EC (equivalentes de

catequina).

Se han realizado varios estudios relativos a la composicion de fenoles y flavonoides totales
en muestras de Foeniculum vulgare procedentes de Portugal, Finlandia, Italia e Irdn.
Comparando nuestros resultados con los obtenidos por estos autores, el hinojo espafiol
mostré un mayor contenido de fenoles totales (42,16 mg EAG/g extracto) mucho mayor
que el hinojo de origen portugués, irani y finlandés (8,61 mg EAG/g de extracto, 7,74 mg
EAG/g y 30,3 mg/EAG g extracto, respectivamente) pero menor que su pariente italiano
(80 mg EAG/g). Aunque la especie irani presentd menor contenido de fenoles totales,
presentd una concentracion superior de flavonoides totales (16,49 mg EC/g) respecto de la
especie recolectada en Espafia (Hinneburg et al., 2006; Barros et al, 2009; Conforti et

al.,2009; Motamed y Naghibi, 2010).

En relacion a los brotes, Humulus lupulus presenté el mayor contenido de compuestos

fendlicos (55,83 mg EAG/g de extracto), significativamente superior que los valores
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indicados para la misma especie procedente de Polonia (7,14 mg EAG/g de extracto)
indicado por Wojdylo et al. (2007). Comparando los esparragos triguero, de nuez y el lupio
procedentes de Portugal con sus parientes procedentes de Espaiia, se observd que las
muestras portuguesas presentaron un mayor contenido de compuestos fendlicos (624 mg
EAG/g de extracto, 258 mg EAG/g de extracto y 759 mg EAG/g de extracto,
respectivamente) y flavonoides (57,8, 18,1 150 mg EC/g de extracto, respectivamente) que

las muestras de espafiolas (Martins et al., 2011).

En el caso del ajoporro (Allium ampeloprasum), estudios realizados por otros autores en
otras especies de su misma familia como son Allium cepa y Allium sativum, indicaron
niveles de fenoles totales en torno a 15,87 y 9 mg EAG/ g extracto, ambos superiores a los
encontrados en la variedad silvestre (5,77 mg EAG/ g extracto). En el caso de los
flavonoides totales Unicamente Allium cepa presentd niveles superiores (1,31 mg EC/g
extracto) respecto de la especie silvestre (0,86 mg EC/g extracto), mientras que Allium
sativum presenté concentraciones menores para dicho compuesto (0,56 mg EC/g
extracto) tal y como indicaron Gorinstein et al. (2009). Por otro lado, Santas et al. (2008)
indicaron valores de 2,58 mg EAG/g extracto para el Calcot, una variedad muy similar al
ajo porro tipicamente consumida en Catalufia, el cual presenta niveles ligeramente

inferiores al ajoporro.

8.9.- Capacidad antioxidante

Las propiedades antioxidantes de los vegetales estudiados fueron valoradas por
diferentes métodos in vitro: la actividad de barrido de radicales DPPH, poder reductor y la
inhibicion de la peroxidacion lipidica por el sistema de B-caroteno linoleato y ensayo de
TBARS (Figura 8.9.1a,b). Para ello, se dividieron las especies en dos grandes subgrupos, por

un lado los brotes tiernos y por otro los tallos tiernos con hojas y el bulbo.
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Comparando las curvas de cinética obtenida en el DPPH para cada especies, Apium
nodiflorum fue la especie que mostré una mayor actividad antiradicalaria (RSA), medida
por este método, presentando en torno al 80% de actividad inhibitoria a la concentracién
de 0,25 mg/ml (Figura 8.9.1a), mientras que Montia fontana no alcanzé el mismo nivel de
inhibicién (80% de RSA) hasta la concentracidon de 4 mg/ml. A esa misma concentracidn,
Silene vulgaris y Foeniculum vulgare presentaron Unicamente el 60% (RSA), y Allium
ampeloprasum fue la especie que menor capacidad antioxidante presentd por este
método, dado que a la concentracion de 4 mg/ml no habia alcanzado el 20% de inhibicion

(RSA).

Algo similar ocurrid para el método del poder reductor, siendo Silene vulgaris vy
Foeniculum vulgare las especies que presentaron la menor capacidad antioxidante, con
una absorbancia inferior a 1,2 para la concentracién de 2 mg/ml (Figura 8.9.1a), mientras
que Apium nodiflorum fue la especie que mayor poder reductor presentd, alcanzando una

absorbancia de 3,74 a la concentracion 0,25 mg/ml.

En relacién al ensayo de inhibicién de la decoloracién de B-caroteno, Apium nodiflorum
fue, una vez mas, la especie con mayor capacidad antioxidante, alcanzando porcentajes
superiores a 85% con la concentracion de 1 mg/ml, mientras que Foeniculum vulgare y
Allium ampeloprasum a la concentracion de 4 mg/ml Gnicamente alcanzaron alrededor del

60% de inhibicion (Figura 8.9.1b).

Por otro lado, para el ensayo del TBARS, en general los espdrragos mostraron una menor
capacidad inhibitoria frente a este método, alcanzando a la concentracion de 0,125 mg/ml
porcentajes entre 56% (Bryonia dioica) al 67% (Humulus lupulus), al igual que en el caso
del Allium ampeloprasum que a esa misma concentracién presenté un 61,9%. Los tallos
tiernos con hojas mostraron mayores porcentajes, de hasta 84% en el caso del hinojo

(Figura 8.9.1b).
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Figura 8.9.1a.- Cinéticas obtenidas a partir de los ensayos de capacidad antioxidante in vitro (DPPH y poder reductor) realizados sobre las partes
comestibles de las especies silvestres de hoja analizadas. ABS (Absorbancia); RSA (Actividad antiradicalaria)



Figura 8.9.b.- Cinéticas obtenidas a partir de los ensayos de capacidad antioxidante in vitro (inhibicion de la decoloracion del B — Caroteno y TBARS)
realizados sobre las partes comestibles de las especies silvestres de hoja analizadas. ABS (Absorbancia); RSA (Actividad antiradicalaria)
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Para estandarizar los resultados obtenidos en este tipo de ensayos, es habitual calcular el
parametro ECsg La figura 8.9.3 muestra las ECso (mg/ml) correspondientes a los diferentes
métodos antioxidantes in vitro evaluados, obteniéndose nuevamente que de entre todas
las especies estudiadas en este capitulo, Apium nodiflorum ha presentado una mayor

capacidad antioxidante.

Allium ampeloprasum fue la especie que menor capacidad antioxidante (p < 0,05)
presentd para el ensayo del DPPH, con valores de ECsy de 13,09 mg/ml, mientras que
Apium nodiflorum fue la especie que mostro la mayor capacidad antioxidante (ECso de 0,02
mg/ml), al igual que para el ensayo del poder reductor, en el cual la especie que
mostraron una menor capacidad antioxidante (p < 0,05) fue Asparagus acutifolius con

valores de EC5p de 1,62.

Desde el punto de vista de inhibicién de peroxidacidn lipidica, Allium ampeloprasum y
Silene vulgaris fueron las especies que presentaron un mayor valor de ECso (1,6 mg/ml y
0,62 mg/ml, respectivamente) y por lo tanto menor capacidad antioxidante para el ensayo
inhibicion de la decoloracidn de B-caroteno, mientras que Apium nodiflorum fue la especie
gue presenté mayor capacidad antioxidante con ECsy de 0,02 mg/ml. Respecto al TBARS,
Asparagus acutifolius y Bryonia dioica fueron las especies que menor capacidad inhibitoria
presentaron, con valores de ECsy de 0,7 y 0,8 mg/ml, respectivamente, mientras que
Foeniculum vulgare, Montia fontana y Silene vulgaris fueron las especies que menores

ECso presentaron para este método (0,02 mg/ml de extracto).

Comparando nuestros resultados con los publicados por otros autores, podemos afirmar
que las muestras del hinojo analizadas en este estudio (Foeniculum vulgare) dio valores
mucho mas bajos de ECso que las muestras de hinojo de origen portugués analizadas por
Barros et al, (2009) y Mata et al (2007), y similar actividad antioxidante frente al DPPH que
el hinojo procedente de Irdn (con ECsq de 2 mg/ml; Hinneburg et al, 2006), pero menor

actividad antioxidante frente a ese mismo método y mayor capacidad de inhibicion del
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TBARS que el de origen italiano (0,15 mg / ml y 0,25 mg / ml) analizado por Conforti et al.,
(2009).

Respecto al esparrago de nuez (Humulus lupulus), Wojdylo et al. (2007) analizaron
especies procedentes de Polonia, indicando mayores ECsq (83,2 mg / ml de extracto) y por
lo tanto menor actividad antioxidante frente al DPPH respecto a los resultados

encontrados en este estudio.

Por otro lado, comparando con esparragos silvestres (Asparagus acutifolius, Bryonia dioica
y Tamus communis) de origen portugués (Martins et al., 2011), éstos presentaron
menores valores de ECsg, excepto para el ensayo de TBARS, que las especies analizadas en

este trabajo.
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DPPH (ECs)

Poder reductor (ECsg)

Inhibicion decoloracion B-caroteno (ECs)

TBARS (ECs)

Figura 8.9.2.- Test de Duncan (p < 0,05) para ECso (mg/ml extracto metandlico) de las especies silvestres de

hoja estudiadas. Apium nodiflorum (1), Foeniculum vulgare (2), Montia fontana (3), Silene vulgares (4),

Asparagus acutifolius (5), Bryonia dioica (6), Humulus lupulus (7), Tamus communis (8), Allium ampeloprasum

(9)
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9. ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE
VERDURAS SILVESTRES ANALIZADAS
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En este capitulo se realiza la comparacién conjunta de las 20 especies de verduras
silvestres mas frecuentemente consumidas en la Comunidad de Madrid, que han sido

objeto de estudio en este trabajo, apartado D, cuadro 5.1.

Parametros fisicoquimicos (humedad, pH y acidez titulable)

Tal y como se muestra en la tabla 9.1, la lenguaza (Anchusa azurea), la berraza (Apium
nodiflorum) y el cardo (Silypbum marianum) destacaron, de entre todas las especies
analizadas, por presentar el mayor contenido de agua (90,32 a 93,44 %), mientras que el
ajoporro (Allium ampeloprasum) fue la especie que presentd el menor porcentaje hidrico

(78,32%), y por tanto, mayor proporcion de materia seca.

Respecto a la acidez , valorada mediante la acidez titulable y el pH, las especies del género
Rumex destacaron por su elevada acidez, especialmente la acedera con un pH de 3,07 y
acidez titulable de 132,92 ml NaOH 0,1N/100 g; mientras que la lenguaza (Anchusa
azurea) fue la especie menos acida, con valores de pH significativamente superiores al

resto (6,97) y valores de acidez significativamente inferiores (5,49 ml NaOH 0,1N/100 g).
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Tabla 9.1.- Valores medios de los parametros fisicoquimicos (humedad, pH y acidez

titulable) analizados en las verduras silvestres estudiadas

Acidez titulable (ml

Especie

Humedad (%)

pH

NaOH 0,1 N/100g)

Anchusa azurea
Beta maritima
Papaver rhoeas
Rumex papillaris
Rumex pulcher
Chondrilla juncea
Cichorium intybus
Sonchus oleraceus

Taraxacum obovatum

90,32°® (1,45)
84,51 (4,47)
82,54 * (8,87)
(1,66)
85,36° (6,77)
def (1,48)
79,11% (10,67)
(3,16)
83,89™ (3,29)

89,10

86,40

88,45 %

6,97" (0,30)
6,25 (1,61)
5,96 °" (0,75)
3,07° (0,35)
4,68° (0,14)
5,59 (0,63)
5,66 (0,65)
5,70% (0,49)
5,97°" (0,30)

def

5,49°  (2,76)
13,69 (6,48)
16,70* (5,53)
132,92 ° (45,29)
31,50° (9,81)
9,95 (3,69)
11,96 *° (5,64)
19,26 (10,80)
10,68* (6,00)

Scolymus hispanicus

Silybum marianum

84,15 (9,45)
93,448 (0,38)

5,69% (0,77)
5,25° (0,44)

6,85% (3,49)
6,95% (4,25)

Apium nodiflorum
Foeniculum vulgare
Montia fontana

Silene vulgaris

90,91 (1,34)
86,89 “* (2,18)
87,78 (4,91)

bed

85,39 7 (2,92)

6,20 (0,27)
6,04 (0,37)
5,62° (0,09)
5,67 % (0,43)

7,69°° (6,30)
14,47 (1,93)
10,13% (2,97)
14,11 (9,12)

Asparagus acutifolius
Bryonia dioica
Humulus lupulus

Tamus communis

beed

85,237 (2,95)

85,51°% (8,28)
87,25 (3,37)

def

87,27 (1,79)

5,94 %" (0,56)

5,93%" (0,78)
6,43% (0,27)

6,01 (0,23)

17,68  (4,52)
14,80% (7,77)
23,58¢  (7,42)
14,19%° (2,55)

Allium ampeloprasum

78,32% (2,30)

5,76% (0,30)

14,36 (3,41)

Valores expresados como media (desviacion estdndar, n-1) n=15. En cada columna, diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) Duncan test.
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Compuestos bioactivos de naturaleza hidrofila (vitaminas, acidos organicos, fenoles y

flavonoides)

En relacién al contenido de vitamina C total, entre todas las especies estudiadas
destacaron dos especies constituidas por brotes tiernos con hojas, como son el esparrago
de zarza (Humulus lupulus) y el lupio (Tamus communis), por presentar las mayores

concentraciones de dicha vitamina, 42,20 y 59,33 mg/100g, respectivamente.

Ambas especies, conjuntamente con la coruja (Montia fontana), y el esparrago triguero
(Asapragus acutifolius) son las especies que mayor cantidad de AA presentaron (figura
9.1), de modo que podemos afirmar que el espdrrago triguero, esparrago de zarza y la
coruja son una buena fuente de AA tanto en la dieta como para su potencial empleo en la

industria como ingrediente funcional.
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Tabla 9.2.- Contenido medio de AA, ADHA y Vitamina C total (mg/100g) de las verduras

silvestres analizadas en el presente estudio

Vitamina C total

Especies

AA (mg/100g)

ADHA (mg/100g)

(mg/100g)

Anchusa azurea
Beta maritima
Papaver rhoeas
Rumex papillaris
Rumex pulcher
Chondrilla juncea
Cichorium intybus

Sonchus oleraceus

Taraxacum obovatum

0,67° (0,14)
9,99 “ (1,62)
14,11° (2,25)
14,28 (8,24)
20,22" (3,56)
1,767 (1,58)
4,78% (2,82)
2,80%° (1,24)
1,99°° (0,84)

11,74 %

(6,41)
10,63 °* (2,51)
16,86 *" (10,06)
10,96 * (5,34)

15,79 %

(5,43)
15,22% (3,75)
15,04% (3,89)
10,00% (1,64)

14,48 % (4,82)

12,09° (6,02)
21,36 (3,12)
31,03 (12,29)
25,81 (6,48)
35,07 (5,24)
16,51 (4,96)
19,80 (2,26)
11,92 (1,81)
16,72 (5,40)

Scolymus hispanicus

Silybum marianum

1,117 (0,18)

0,36° (0,00)

2,73% (0,51)

2,39° (0,59)

3,30°  (1,12)

2,74°  (0,58)

Apium nodiflorum

Foeniculum vulgare

Montia fontana

Silene vulgaris

9,11

(4,14)
11,16 (5,82)
27,64% (14,08)

17,41° (8,08)

14,99 “* (3,36)
25,07 ™ (8,78)
7,72% (3,84)
6,95° (3,79)

20,27 (9,99)
36,28 (13,35)
33,07 (12,73)
23,34 (8,03)

Asparagus acutifolius

Bryonia dioica
Humulus lupulus

Tamus communis

24,14" (9,88)
14,37 * (6,45)
23,26 (11,65)

44,37" (11,89)

14,41 (4,83)
9,46°* (5,47)
23,30 (10,43)

13,517 (10,81)

37,768 (12,27)
24,04 (4,00)
42,20 (13,61)

59,33 " (15,99)

Allium ampeloprasum

4,30% (2,64)

2,14%° (1,61)

6,69% (3,98)

Valores expresados como media (desviacion estandar, n-1). n=15. En cada columna, diferentes letras indican

diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Duncan test.

AA (acido ascorbico), ADHA (acido dehidroascdrbico).
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Los resultados obtenidos sugieren que la sintesis y acumulacidon de vitamina C esta
asociada a los tejidos de rapido crecimiento, tejidos fotosintéticos ricos en cloroplastos,
como son los brotes tiernos y el mesdfilo de los tejidos foliares, en los cuales la actividad
fotosintética se ve aumentada. En ellos, la sintesis del dcido ascérbico estd asociada al
crecimiento de la pared celular. Asimismo, el AA estd estrechamente relacionados con la
sintesis de otros acidos organicos, empleados como reservorio de CO,, como es el acido
oxalico, obtenido por degradacién no enzimatica del AA en dacido oxalico y acido L-

Treonico (Loewus, 1999).

El contenido de vitamina C total en 100g de estas especies estd en el rango de lasdiarias
recomendadas (IDR) para adultos (75 mg/dia para mujeres y 90 mg/dia para los hombres)
segun Food and Nutrition Board (2000). Destacan las especies silvestres de brotes y tallos
tiernos con hojas (figura 9.1) como son Tamus communis, Humulus lupulus, Rumex pulcher
o Foeniculum vulgare, donde el consumo de 100 g de su parte comestible aportaria entre
el 48 y el 78 % de la IDR para adultos, al igual que algunas hojas basales como las de
Papaver rhoeas y Asparagus acutifolius, las cuales cubren casi el 50% de las IDR (41,4 and
48,6%, respectivamente), por lo que estas especies pueden ser consideradas como una

muy buena fuente de vitamina C en la dieta.
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Figura 9.1.- Contenido de vitamina C total (AA + ADHA) en las verduras silvestres analizadas en el presente
estudio. Las agrupaciones de las plantas silvestres se han realizado en funciéon de la isoforma mayoritaria. Las
diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Duncan test.

IDR (Ingestas diarias recomendadas).

Del resto de acidos de organicos evaluados en el presente estudio, destacd el acido
oxalico como acido mayoritario en gran parte de las especies (figura 9.2 y 9.3). Los valores
mas elevados (p < 0,05) se encontraron en especies como son Silybum marianum, Beta
maritima, Scolymus hispanicus, Sonchus oleraceus, Apium nodiflorum y Montia fontana
(especies pertenecientes a familias que incluyen a plantas de tipo C4), donde ciertos
acidos pertenecientes al ciclo de los acidos tricarboxilicos (como isocitrico, oxalacético y

glicdlico) pueden intervenir en la sintesis de este acido organico (Loewus, 1999).
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Tal y como se ha comentado en anteriores capitulos, en general, las especies que
contienen hojas poseen mayores niveles de acido oxalico, predominando dicho acido en

los tejidos encargados de realizar la fotosintesis (tejidos foliares).

En efecto, en el caso concreto de las especies analizadas en el presente estudio, se puede
diferenciar un grupo de especies con bajos niveles en acido oxalico, constituido por los
brotes tiernos con/sin hojas de esparrago triguero (Asparagus acutifolius), esparrago de
zarza (Humulus lupulus) e hinojo (Foeniculum vulgare), el bulbo y las hojas de diente de
ledn (Taraxacum obovatum), la ajonjera (Chondrilla juncea) o la achicoria (Cichorium
intybus), con valores medios de acido oxalico inferiores a 110 mg/100g. En un segundo
grupo estarian los brotes tiernos con hojas de Brionia dioica, los tallos tiernos de
Foeniculum vulgare y de Silene vulgaris, y las hojas de Anchusa azurea, Rumex pulcher y
Rumex papillaris con valores de entre 200 y 400 mg/100g. El conjunto formado por los
tallos tiernos con hojas de Apium nodiflorum y Montia fontana, asi como las hojas de
Scolymus hispanicus, Sonchus oleraceus, Beta vulgaris y Papaver rhoeas mostraron valores
alrededor de 500 mg/100g; mientras que las hojas peladas de Silybum marianum

presentaron los niveles mas altos (mas de 1000 mg/100g).

De este modo, a efectos de recomendaciones dietéticas, las personas con problemas de
calculos renales (que deben de ingerir alimentos con bajo aporte de oxalatos), podrian
escoger entre las plantas silvestres aquellas cuya parte comestibles es diferente de las
hojas, para minimizar la ingesta de &acido oxdlico, destacando de entre las especies
estudiadas, Humulus lupulus y Foeniculum vulgare porque ademas de presentar un bajo

contenido de acido oxdlico, también presentan un alto contenido medio de vitamina C.
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Tabla 9.3.- Contenido de acidos organicos (g/100g) de las verduras silvestres analizadas

en el presente estudio

Acidos organicos (g/100 g)

ID Acido Acido Acido Acido Acido Acido
oxalico glutamico malico citrico fumarico succinico
1 Anchusa azurea 0,38 (0,26) 0,20°(0,03) 0,04° (0,01) tr. 0,07° (0,04) nd
2 Beta maritima 0,58" (0,42) nd 0,057 (0,07) 0,13° (0,01) 0,01° (0,00) nd
3 Papaver rhoeas 0,45%" (0,31) 0,00 (0,02) 0,15™(0,09) 0,15 (0,10) tr. nd
4 Rumex papillaris 0,25 (0,20) 0,25°(0,07) 0,12% (0,02) 0,03° (0,01) nd nd
5 Rumex pulcher 0,33 "% (0,25) nd 0,03° (0,00) 0,08°°(0,04) nd nd
6  Chondrilla juncea 0,09® (0,11) nd 0,09° (0,08) 0,05 (0,05) tr. nd
7 Cichorium intybus 0,04® (0,03) 0,05°(0,02) 0,09° (0,05) 0,03% (0,02) tr. nd
8  Sonchus oleraceus 0,54 (0,35) 0,04°(0,02) 0,32°(0,07) 0,01° (0,01) tr. nd
9 Taraxacum obovatum  0,02° (0,01) 0,06 (0,04) 0,11° (0,05)  0,03° (0,01) tr. nd
10 Scolymus hispanicus ~ 0,49% (0,47) nd 0,08° (0,01) 0,06 ™ (0,00) tr. nd
11 Silybum marianum 1,03%  (0,85) nd tr. tr. 0,12°(0,09) nd
12 Apium nodiflorum 0,57% (0,32) nd 0,08° (0,05) 0,03%(0,02) tr. nd
13 Foeniculum vulgare 0,19°° (0,15) nd 0,04° (0,01) 0,05 (0,03) tr. nd
14 Montia fontana 0,54 (0,41) nd 0,05% (0,00) 0,04 (0,00) tr. tr.
15  Silene vulgaris 0,34 (0,28) nd 0,04% (0,03) 0,05 (0,00) tr. nd
16  Asparagus acutifolius ~ 0,11%° (0,04) 0,06®(0,03) 0,11° (0,09) 0,14 (0,01) tr. tr.
17 Bryonia dioica 0,29°%(0,22) 0,09° (0,02) 0,98° (0,01) 0,04% (0,02) tr. nd
18  Humulus lupulus 0,09* (0,07) nd 0,56° (0,03) 0,05 (0,06) tr. nd
19  Tamus communis 0,06™ (0,02) nd 0,01% (0,01) 0,41% (0,17) tr. nd
20  Allium ampeloprasum  0,08® (0,09) 0,07 (0,06) 0,12° (0,02)  0,04% (0,01) tr. nd

Valores expresados como media (desviacion estandar, n-1). n=15; En cada columna, diferentes letras indican

diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Duncan test.

nd (no detectado), tr (trazas: <5 mg/100g).
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Figura 9.2.- Test de Duncan (p < 0,05) para acido oxalico (g/100g) de las verduras silvestres analizadas en el
presente estudio

Leyenda: Anchusa azurea (1), Beta maritima (2), Papaver rhoeas (3), Rumex papillaris (4), Rumex pulcher (5),
Chondrilla juncea (6), Cichorium intybus (7), Scolymus hispanicus (8), Silybum marianum (9), Sonchus
oleraceus(10) y Taraxacum obovatum (11), Apium nodiflorum (12), Foeniculum vulgare (13), Montia fontana
(14), Silene vulgares (15), Asparagus acutifolius (16), Bryonia dioica (17), Humulus lupulus (18), Tamus

communis (19), Allium ampeloprasum (20).

En el caso de Cichorium intybus, Taraxacum obovatum, Bryonia dioica, Humulus lupulus y
Allium ampeloprasum, el acido malico fue el acido organico mayoritario (figura 9.4),
destacando el esparrago de nuez (Bryonia dioica) por ser la especie que mostrd valores
significativamente superiores (p < 0,05) de dicho compuesto (0,98 g/100g). Por otro lado,
el acido citrico fue el acido organico mayoritario de Tamus communis y Asparagus
acutifolius, con valores de 0,41 y 0,14 g/100g, respectivamente, siendo el cardo (Silybum
marianum) y la lenguaza (Anchusa azurea) las especies que menor contenido de acido

citrico presentaron (p < 0,05).
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El acido fumarico y succinico fueron los acidos organicos minoritarios caracterizados en
las especies evaluadas. En el caso del acido fumarico, los mayores niveles (p < 0,05) se
observaron en el cardo (Silybum marianum), mientras que no se detectd en las especies
del género Rumex. Y el dcido succinico fue Unicamente caracterizado en Montia fontana y

Asparagus acutifolius.

Figura 9.3.- Contenido de acidos organicos en las verduras silvestres estudiadas. Las agrupaciones se han
realizado en funcidon del 4cido organico mayoritario (AO: acido oxalico, AG: acido glutamico, AM: acido malico,

AC: acido citrico, ninguno: no destaca ninglin compuesto mayoritario).

Respecto al contenido de folatos totales (vitamina B), la coruja (Montia fontana), el lupio
(Tamus communis) y el cardo (Silypbum marianum), fueron las especies que mostraron
valores significativamente inferiores (p < 0,05) de dicha vitamina, en torno a 0,06
mg/100g. Por el contrario, destacan dos especies silvestres de hoja, como son Anchusa
azurea y Rumex pulcher, asi como los tallos tiernos con hojas de Silene vulgaris, por ser las
especies que mayor contenido de folatos presentaron (0,92, 0,74 y 0,85 mg/100g,

respectivamente).
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Tabla 9.4.- Contenido de acido félico y folatos (mg 5-MTHF/100g) de las verduras
silvestres analizadas en el presente estudio.

o

Especie

Folatos totales

O 00 N o U b W N P

Anchusa azurea
Beta maritima
Papaver rhoeas
Rumex papillaris
Rumex pulcher
Chondrilla juncea
Cichorium intybus
Sonchus oleraceus

Taraxacum obovatum

0,917" (0,053)
0,525° (0,065)
0,254° (0,002)
(0,003)
(0,150)

0,313°
0,744°
0,118% (0,052)
0,440% (0,010)
0,281 (0,037)
0,556° (0,084)

L
= O

Scolymus hispanicus

Silybum marianum

0,313° (0,008)

0,068° (0,002)

L S S
u M W N

Apium nodiflorum
Foeniculum vulgare
Montia fontana

Silene vulgaris

0,185% (0,002)
0,470 (0,019)
(0,000)
0,848° (0,107)

0,060°

e e
O 00 N O

Asparagus acutifolius
Bryonia dioica
Humulus lupulus

Tamus communis

0,481 (0,197)
0,072% (0,005)
0,248 (0,044)
0,065" (0,000)

N
o

Allium ampeloprasum

0,246 (0,052)

Valores expresados como media (desviacion estandar, n-1) n=3. En cada columna, diferentes letras indican

diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Duncan test.
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Figura 9.4.- Test de Duncan (p < 0,05) para el acido félico y folatos (mg/100g) de las verduras silvestres
analizadas en el presente estudio

Leyenda: Anchusa azurea (1), Beta maritima (2), Papaver rhoeas (3), Rumex papillaris (4), Rumex pulcher (5),
Chondrilla juncea (6), Cichorium intybus (7), Scolymus hispanicus (8), Silypbum marianum (9), Sonchus
oleraceus(10) y Taraxacum obovatum (11), Apium nodiflorum (12), Foeniculum vulgare (13), Montia fontana
(14), Silene vulgares (15), Asparagus acutifolius (16), Bryonia dioica (17), Humulus lupulus (18), Tamus

communis (19), Allium ampeloprasum (20).

No podemos afirmar que el contenido de folatos esté condicionado al tipo de tejido y/o
localizacién en la planta, dado que ademds de en las hojas basales, donde cabria esperar
que hubiera elevados niveles de dicha vitamina, también se observan altas
concentraciones en otros 6rganos de la planta analizados en el presente estudio. Sin
embargo, podemos asegurar que los vegetales silvestres estudiados en el presente trabajo
son una muy buena fuente de 4cido fdlico en la dieta, dado que las ingestas diarias
recomendadas (IDR) son de 400 pug (Trumbo, 2002). Tal y como se observa en las figuras
9.4 y 9.5, en el caso de 8 de las verduras silvestres estudiadas, una racién de 100 g

superaria dichas recomendaciones, llegando hasta a duplicarlas en el caso de Anchusa
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azurea y Silene vulgaris; asimismo una racion de 100 g de 7 de las especies estudiadas

cubren mas de la mitad de dichas recomendaciones.

Figura 9.5.- Contenido de folatos totales en las verduras silvestres estudiadas. IDR (ingestas diarias
recomendadas)

Comparando los resultados obtenidos en el presente trabajo con los datos bibliograficos
relativos al contenido de acido fdlico en verduras, podemos afirmar que las verduras
silvestres estudiadas, son en su mayoria una muy buena fuente de dicha vitamina, dado
que casi todas superan con creces el contenido que presentan otros vegetales conocidos
por ser muy ricos en estos compuestos como son las espinacas y el perejil (145 y 149
ug/100g), y en muchos casos también superan los 330 pug/100g de las endibias o los 214
ug/100g de los berros (Camara et al.,, 2003); asi mismo, tal y como se ha mencionado

anteriormente (figura 9.5) practicamente todas cubren las IDR para dicha vitamina.

Compuestos bioactivos de naturaleza lipdfila (acidos grasos y tocoferoles).

En el extracto etéreo de las plantas estudiadas se cuantificaron treinta acidos grasos

diferentes, destacando el acido a-linolénico (ALA, C18:3n3), linoleico (AL, C18:2n6) y
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palmitico (AP, C16:0) como los acidos grasos principales en todas ellas, a excepcion de

Sonchus oleraceus cuyo acido graso mayoritario fue el acido y-linolénico (AGL, C18 : 3n6).

Si se establecen los grupos de acidos grasos (AGS, AGMI y AGPI) para cada especie (Tabla
9.5 y Figura 9.6), puede apreciarse que Rumex pulcher presentd los menores valores de
SFA (14,77%), mientras que Silybum marianum destacé por presentar los porcentajes mas
elevados para dicho grupo de acidos grasos (43,53%). Se puede observar en la figura 9.9,
que las especies silvestres cuya parte comestible son los tallos tiernos con hojas (Apium
nodiflorum, Foeniculum vulgare, Montia fontana y Silene vulgaris), los brotes jovenes
(Asparagus acutifolius, Humulus lupulus, Tamus communis y Bryonia dioica), asi como las
especies de hoja que se pelan (Scolymus hispanicus y Silybum marianum) son las que
contienen un mayor porcentaje de AGS que aquellas especies cuya parte comestible son
las hojas basales sin pelar (p < 0,05). Dentro del grupo de los acidos grasos saturados, el
mas abundante de las especies silvestres estudiadas fue el acido palmitico (AP),
destacando Silybum marianum por presentar valores significativamente superiores (p <

0,05) del mismo (28,69%).

En cuanto al total de acidos grasos monoinsaturados (AGMI), Sonchus oleraceus y Tamus
communis presentaron los menores porcentajes (0,92%), mientras que Rumex papillaris
destacd por presentar niveles significativamente (p < 0,05) superiores (9,03%). Por otro
lado, respecto a los acidos grasos monoinsaturados (AGMI), destacé el acido oleico (C18:
1), encontrado en todas las muestras en un rango de 0,92 a 7,39% (en Sonchus oleraceus

y Allium ampelorasum, respectivamente).

El grupo de acidos grasos poliinsaturados (AGPl) fue el mas representativo, con
porcentajes elevados, en todas las especies silvestres estudiadas, de entre 52,61 -
82,09%, en Silybum marianum y Cichorium intybus, respectivamente. Entre los acidos
grasos poliinsaturados (AGPI), los predominantes fueron el AL y ALA. Este uUltimo destaco

en las hojas basales y tallos tiernos con hojas y los brotes tiernos de Humulus lupulus y
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Bryonia dioica; mientras que en el caso de los brotes jévenes de Asparagus acutifolius y

Tamus communis, el AGPI mayoritario fue el AL. Allium ampelorasum también presenté

valores significativamente superiores (p < 0,05) de AL (53,45%).

Tabla 9.5.- Contribucion de cada tipo de acidos grasos en

analizadas en el presente estudio

las verduras silvestres

Total AGS (%)  Total AGMI (%) Total AGPI (%)  AGPI/AGS (%) w-6/w-3 (%)
Anchusa azurea 16,59* (0,82) 3,15%(0,02) 80,26" (0,85) 4,85' (0,29) 0,24° (0,02)
Beta maritima 16,68 % (0,02) 4,008 (0,03) 79,33" (0,01) 4,76' (0,00) 0,37° (0,00)
Papaver rhoeas 21,41%(0,02) 2,06™ (0,01) 76,53’ (0,02) 3,57 (0,00) 0,35° (0,00)
Rumex papillaris 15,96° (0,52) 1,95 (0,00) 82,00™ (0,10) 5,147 (0,05) 0,357 (0,00)
Rumex pulcher 16,37 ° (0,22) 1,78° (0,01) 81,85’ (0,23) 5,00" (0,08) 0,25° (0,00)
Chondrilla juncea 15,91% (0,11) 9,03 (0,30) 75,05 (0,27) 4,72" (0,04) 0,44° (0,00)
Cichorium intybus 14,77° (0,09) 4,83" (0,15) 80,39’ (0,06) 5,44’ (0,03) 0,277 (0,00)
Sonchus oleraceus 18,85 (0,73) 0,927 (0,10) 80,23' (0,68) 4,26" (0,20) 511,5°(20,86)
Taraxacum obovatum | 19,58 (0,28) 3,67°%(0,04)  76,55" (0,32) 3,91% (0,07) 0,30° (0,00)
Scolymus hispanicus 34,16" (0,53) 8,19’ (0,03) 57,66° (0,56) 1,69° (0,04) 0,85° (0,00)
Silybum marianum 43,53' (0,98) 3,86 (0,10) 52,617 (0,87) 1,21° (0,05) 1,44° (0,01)
Apium nodiflorum 23,94°" (1,56) 536' (0,44)  70,70° (2,00) 2,96 % (0,28) 0,63° (0,05)
Foeniculum vulgare 23,97 (0,26) 3,08% (0,08)  72,95% (0,32)  3,04%(0,05) 1,03° (0,02)
Montia fontana 25,42" (0,87) 7,46 (0,30) 67,12 (1,17) 2,64 (0,14) 0,40° (0,02)
Silene vulgaris 28,178 (0,83) 4,35%" (0,14) 67,48° (0,97) 2,40° (0,10) 0,50° (0,00)
Asparagus acutifolius 38,83' (0,49) 4,87" (0,07) 56,30 (0,56) 1,45 (0,03) 3,02° (0,11)
Bryonia dioica 28,438 (0,76) 2,55 (0,10) 69,02 * (0,85) 2,43° (0,10) 0,78° (0,02)
Humulus lupulus 18,85 (0,73)  0,92° (0,10)  80,23%"(0,68) 4,26 (0,20) 0,21° (0,01)
Tamus communis 23,95 (1,20)  1,63° (0,02)  74,42%"(1,21) 3,11°(0,21) 0,10° (0,00)
Allium ampeloprasum | 38,23' (0,63)  7,61' (0,44)  54,16° (0,29) 1,427 (0,03) 99,59" (5,80)

Valores expresados como media (desviacion estandar, n-1). En cada columna, diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Duncan test.
AGS (acidos grasos saturados), AGMI (acidos grasos monoinsaturados), AGPI (acidos grasos poliinsaturados).
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Todas las verduras mostraron un buen ratio de AGPI/AGS, dado el elevado porcentaje de
AGPI observado en las mismas (Tabla 9.5 y figura 9.6). Destaca Cichorium intybus con un
ratio de 5,44, seguido por las especies del género Rumex. Asimismo, comparando la
calidad nutricional de los acidos grasos poliinsaturados, se observé que todas las verduras
silvestres presentaron niveles bajos de la relacién w-6/w-3, excepto Allium ampeloprasum
y Sonchus oleraceus, con valores significativamente superiores (99,59 y 511,5,
respectivamente), debido a su elevada concentracion de acidos grasos w 6, tales como el
AL (53%) o AGL (66%), respectivamente. Para el resto de las verduras silvestres estudiadas,
la relacion w-6/w-3 fue dptima desde el punto de vista nutricional, con valores inferiores a
3 para la mayoria de las muestras, pudiendo contribuir su consumo a mejorar la calidad

nutricional de la dieta (Simolopoulus, 2002).

Figura 9.6.- Contribuciones AGS, AGMI y AGPI al contenido total de acidos grasos presentes en las verduras
silvestres analizadas en el presente estudio

AGS (acidos grasos saturados), AGMI (acidos grasos monoinsaturados), AGPI (acidos grasos poliinsaturados).
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Respecto al contenido de tocoferoles totales (tabla 9.6 y figura 9.7) en las verduras
silvestres estudiadas, destacaron las especies del género Rumex por presentar el mayor
contenido, con valores de 2,98 y 1,87 mg/100g, junto a otras especies como Chondrilla

juncea, Silene vulgaris y Humulus lupulus (1,67, 1,70 y 1,83 mg/100g, respectivamente).

Tal y como se puede observar en la tabla 9.6, las cuatro isoformas fueron cuantificadas en
casi todas las especies, a excepcion de Allium ampeloprasum, en la cual Unicamente se
cuantific6 a y O-tocoferol. El d-tocoferol no fue cuantificado en Chondrilla juncea,
Cichorium intybus, Apium nodiflorum y Foeniculum vulgare. En general la isoforma
mayoritaria en las especies silvestres estudiadas fue el a-tocoferol (que presentd los
contenidos mas elevados en Sonchus oleraceus), a excepcidon de especies como Rumex
papillaris, Humulus lupulus y Tamus communis, cuya isoforma mayoritaria fue el y-
tocoferol (destacando la primera por su elevado contenido). En el caso de Silybum
marianum, la isoforma mayoritaria de fue el 8-tocoferol, mientras que Rumex pulcher

presentd elevados contenidos de -tocoferol.
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Tabla 9.6.- Contenido de tocoferoles (mg/100g) de las verduras silvestres analizadas en

el presente estudio

a-Tocoferol  B-Tocoferol y-Tocoferol &-Tocoferol Totales
Anchusa azurea 0,36° (0,08) 0,05° (0,00) 0,11° (0,02) 0,01° (0,00) 0,48° (0,09)
Beta maritima 0,51° (0,02) 0,01 °(0,00) 0,14 (0,00) tr. 0,63 (0,15)
Papaver rhoeas 0,57° (0,18)  0,01° (0,01) 0,12° (0,01) 0,05 (0,01) 0,74° (0,21)
Rumex papillaris 0,99¢ (0,11)  0,04° (0,01) 1,88° (0,09) 0,08°(0,00) 2,98 (0,19)
Rumex pulcher 1,139 (0,06)  0,66°(0,13) 0,05° (0,00) 0,02° (0,01) 1,87% (0,19)
Chondrilla juncea 1,29 (0,44)  0,05° (0,02) 0,34° (0,13) nd 1,67°¢ (0,58)
Cichorium intybus 0,44 (0,02) 0,037 (0,01) 0,07% (0,00) nd 0,54% (0,02)
Sonchus oleraceus 1,70°(0,05) 0,04° (0,01) 0,47° (0,03) 0,01° (0,00) 2,22° (0,06)
Taraxacum obovatum 0,51°(0,02) 0,01° (0,00) 0,05° (0,00) 0,03*(0,01) 0,602 (0,01)
Scolymus hispanicus 0,027 (0,00) 0,02 ?(0,00) 0,01° (0,00) tr. 0,05%® (0,00)
Silybum marianum 0,04° (0,00) tr. 0,01 (0,00) 0,10 (0,00) 0,15% (0,00)
Apium nodiflorum 0,23°° (0,00) 0,027 (0,00) 0,02° (0,00) nd 0,27%° (0,00)
Foeniculum vulgare 0,43°(0,13)  0,08° (0,04) 0,07 (0,06) nd 0,57 (0,13)
Montia fontana 0,73 (0,01)  0,03° (0,00) 0,17® (0,00) 0,04°°(0,00) 0,98° (0,01)
Silene vulgaris 1,48° (0,17)  0,04° (0,01) 0,10° (0,01) 0,07°(0,00) 1,70 °“(0,19)
Asparagus acutifolius ~ 0,28% (0,000  0,01° (0,00) 0,12°°(0,01) tr. 0,41 (0,01)
Bryonia dioica 0,11°°(0,01) 0,02° (0,000 0,09° (0,01) 0,01°(0,00) 0,23% (0,02)
Humulus lupulus 0,58°(0,06)  0,03° (0,000 1,15° (0,00) 0,09 (0,00) 1,83 (0,07)
Tamus communis 0,17*(0,01)  0,01* (0,00) 0,23°° (0,02) 0,03 (0,00) 0,46® (0,01)
Allium nodiflorum 0,03 (0,01)° nd nd 0,02° (0,00) 0,05° (0,01)

Valores expresados como media (desviacion estandar, n-1) n=3. En cada columna, diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Duncan test.

nd (no detectado), tr. (trazas: < 5 ug/100 g).
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Figura 9.7.- Contenido de tocoferoles totales y sus respectivas isoformas (mg/100g), de las verduras
silvestres analizadas en el presente estudio

Teniendo en cuenta que un adulto debe ingerir alrededor de 15 mg diarios de vitamina E
(Trumbo, 2002), los tocoferoles presentes en vegetales silvestres de hoja analizados
aportarian hasta un 20% de dichos requerimientos (en la achicoria), siendo por lo tanto
este vegetal un buen complemento, como fuente de dicha vitamina, dentro de una dieta

equilibrada.

En general, los vegetales estudiados mostraron un elevado contenido de compuestos
fendlicos, tal y como se puede observar en la tabla 9.7 y figura 9.8, destacando la achicoria
(Cichorium intybus), la acelga (Beta maritima) y la acedera (Rumex papillaris), las cuales
presentaron concentraciones de 430 y 358 meq de &cido gélico/100g respectivamente
(figura 9.8). Los brotes y tallos tiernos, presentaron niveles inferiores de compuestos
fendlicos, destacando la coruja (Montia fontana), en la cual se encontraron

concentraciones de 275 meq de acido galico/100g. Fueron las especies silvestres cuyas
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hojas se consumen peladas conjuntamente con el ajoporro (Allium ampeloprasum), las

gue presentaron el menor contenido total (p < 0,05) de compuestos fendlicos.
Asimismo, destacd la achicoria (Cichorium intybus) y la lenguaza (Anchusa azurea) por

presentar las mayores concentraciones de flavonoides (183 y 139 meq de catequina/100 g

de muestra, respectivamente).
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Tabla 9.7.- Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides de las verduras silvestres

analizadas en el presente estudio

Especie

Compuestos
fendlicos
(meq AG/100 g)

Flavonoides totales
(meq C/100 g)

Anchusa azurea
Beta maritima
Papaver rhoeas
Rumex papillaris
Rumex pulcher
Chondrilla juncea
Cichorium intybus
Sonchus oleraceus

Taraxacum obovatum

245,145 (3,299)
358,085 ™ (43,438)
130,172°% (17,719)
275,714' (11,036)
207,936’ (15,063)
107,301° (6,838)
430,199" (3,854)
164,104' (5,595)
245,905% (3,799)

139,892°% (6,647)
124,644 (5,032)
60,405 (2,316)
104,511 (8,628)
74,012 (2,463)
21,170 (0,798)
183,045" (5,839)
47,412° (3,133)
126,751 (2,786)

Scolymus hispanicus 73,948 (5,191) 28,844°° (3,850)
Silypum marianum 11,552° (0,838) 3,509°  (1,118)
Apium nodiflorum 143,295" (7,853) 80,988° (2,867)
Foeniculum vulgare 163,991' (3,812) 37,808° (2,723)
Montia fontana 237,020" (22,124) 52,312° (1,946)
Silene vulgaris 62,383°  (3,806) 54,631° (2,638)

Asparagus acutifolius
Bryonia dioica
Humulus lupulus

Tamus communis

119,942 (1,976)
111,943% (7,750)
162,725  (3,906)

141,746" (11,652)

41,503 °* (1,840)
52,017° (2,232)
27,864°° (1,895)

26,712°° (4,123)

Allium ampeloprasum

42,244°  (4,612)

6,296° (0,366)

Valores expresados como media (desviacion estandar, n-1) n=3. En cada columna, diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Duncan test. AG (acido galico); C (catequina).
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Figura 9.8.- Contenido de fenoles totales y flavonoides en las especies silvestres estudiadas. Diferentes letras
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Duncan test.

Capacidad antioxidante

Respecto a los resultados de los ensayos de actividad antioxidante in vitro, tal y como se
muestra en la figura 9.9, las especies que menores concentraciones inhibitorias al 50%
(ECsg) presentaron (y por tanto, mayor actividad antioxidante) para los ensayos de
evaluacion de la actividad antioxidante total (DPPH y poder reductor) fueron la lenguaza
(Anchusa azurea), la berraza (Apium nodiflorum) y el diente de ledn (Taraxacum
obovatum) para el DPPH, con valores de ECsy de 0,02, 0,07 y 0,79 mg/ml de extracto,
respectivamente, mientras que Allium ampeloprasum y Silybum marianum fueron las

especies que menor actividad antioxidante presentaron para este método.
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En el caso de la evaluaciéon del poder reductor, nuevamente la lenguaza y la berraza, asi
como la ajonjera (Chondrilla juncea) y la coruja (Montia fontana), fueron las especies que

menor ECs, (p < 0,05), con valores de ECs.

En el caso de los ensayos de inhibicién de la peroxidacién lipidica, destacaron especies
como la lenguaza y la berraza (Apium nodiflorum) por presentar los menores ECsq, para el
ensayo de inhibicién de la decoloracidn del B-caroteno. Por el contrario, para el TBARS, las
especies que mostraron valores mas bajos de ECsy, fueron la cerraja (Sonchus oleraceus),
la coruja, la colleja (Silene vulgaris), la lenguaza, la ajonjera, la amapola (Papaver rhoeas),

el hinojo (Foeniculum vulgare), el cardo (Silybum marianum) y la romaza (Rumex pulcher).

De estos resultados se obtiene que, en conjunto, la lenguaza (que ademds contiene un
elevado contenido de compuestos fendlicos y folatos), la cerraja y la berraza, destacaron
por ser las especies que mostraron la mayor capacidad antioxidante frente a los métodos

estudiados.
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Figura 9.9.- Test de Duncan (p < 0,05) para EC5, (mg/ml extracto metandlico) de las verduras silvestres

analizadas en el presente estudio

Leyenda: Anchusa azurea (1), Beta maritima (2), Papaver rhoeas (3), Rumex papillaris (4), Rumex pulcher (5),

Chondrilla juncea (6), Cichorium intybus (7), Scolymus hispanicus (8), Silypbum marianum (9), Sonchus

oleraceus(10) y Taraxacum obovatum (11), Apium nodiflorum (12), Foeniculum vulgare (13), Montia fontana

(14), Silene vulgares (15), Asparagus acutifolius (16), Bryonia dioica (17), Humulus lupulus (18), Tamus

communis (19), Allium ampeloprasum (20).
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9.1.- ESTUDIO DE CORRELACIONES CANONICAS

El andlisis de correlaciones permite establecer similitudes de comportamiento de las
variables consideradas en las muestras analizadas, y constituye la base del andlisis
multivariable de datos (estudio de los componentes principales) que pretende encontrar

combinaciones de variables fuertemente relacionadas entre si.

En el presente estudio se han considerado como variables todos los pardmetros analiticos
evaluados. Las matrices de correlaciones obtenida (tabla 9.1.1 y 9.1.2), muestra el
coeficiente de correlacion obtenido entre cada par de variables (el rango de estos
coeficientes (-1 a +1) miden la fuerza de relacion lineal entre las variables) y el P-valor que
permite valorar la significacion de la correlaciones estimadas, de modo que P-valores por
debajo de 0,05 indican importancia estadistica de correlaciones no-cero para un nivel de

confianza del 95%.

Considerando el 4cido oxdlico, podemos decir que existe una correlacidn significativa y
positiva entre éste y el acido fumarico, y negativa con el AA y con la vitamina C total. Esto
se explica por el hecho de que el AA y otro acidos orgdnicos pueden ser fuentes de acido
oxalico, formando parte de las rutas biosintéticas del mismo (Lopez-Bucio et al., 2000).
Ademas, el acido ascérbico (AA) se degrada de manera no enzimatica en acido oxalico y
acido L-treonico (Loewus, 1999). Tanto el acido ascérbico, como el contenido total de
vitamina C, estan correlacionados de forma negativa con el dcido fumdrico y glutamico, y

positivamente con el acido citrico.

Como era de esperar, el &acido ascérbico y el &acido dehidroascérbico, estdn
correlacionados de forma positiva con el contenido total de vitamina C, siendo el AA Ia
isoforma mas fuertemente correlacionada (r=0,830; p=0,000) por ser la que

mayoritariamente contribuye al contenido de vitamina C total.
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Tanto el 4cido ascérbico, como el contenido de vitamina C total estan correlacionados de
forma negativa con el contenido de tocoferoles totales (y todas sus isoformas excepto el
B-tocoferol). Esto puede ser indicativo del efecto que ejerce la vitamina C sobre los
tocoferoles a modo de proteccidn frente a oxidacion por radicales libres (Bendich, 1986;
Nagaoka, 2007). Asi, podemos decir que en presencia de vitamina C se ve favorecida la
"regeneraciéon" de la vitamina E, ya que el AA es capaz de reducir el radical a-tocoferoxilo

que se produce cuando la vitamina E "secuestra" un radical peroxilo.

Respecto a las diferentes isoformas de los tocoferoles, éstas estan fuertemente
correlacionadas entre si, siendo el a, B- y y-tocoferol las isoformas que mayoritaria y
significativamente contribuyen al contenido de tocoferoles totales con correlaciones de
r=0,9540, r=0,358 y r= 7647, respectivamente. El contenido de tocoferoles totales esta
correlacionado de forma negativa con el contenido de acidos grasos saturados (AGS) e
insaturados, principalmente monoinsaturados (AGMI), y especialmente el contenido de &
y y-tocoferol con el de acidos grasos poliinsaturados. Esto puede ser debido a la funcién
que ejercen los tocoferoles evitando la peroxidacion lipidica de los acidos grasos
poliinsaturados (AGPI), de modo que el contenido de tocoferoles disminuye por oxidacidn,
preservando de este modo el contenido de acidos grasos, especialmente AGPI (Nagaoka,

2007).

En cuanto a otros compuestos con capacidad antioxidante, como son los compuestos
fendlicos, se muestra la esperada correlacién positiva de los fenoles totales con los

flavonoides totales.

Ademas, el contenido de fenoles totales se correlaciona significativa y positivamente con
el contenido de ADHA, acido glutamico, tocoferoles totales (o, & y y-tocoferol), AGPI y con
los folatos, estando Unicamente correlacionado de forma negativa con los AGS y acido
citrico. En el caso de los flavonoides, éstos estan correlacionados positivamente con otros

antioxidantes como son el y-tocoferol, tocoferoles totales, ADHA, asi como con otros
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compuestos bioactivos como son los folatos, AGPI, dcido fumarico y glutdmico. Estando

negativamente correlacionado con el acido citrico, malico, vitamina C total y AGS.

En relacién a los ensayos de actividad antioxidante realizados, tal y como se muestra en la
segunda matriz de correlaciones (tabla 9.1.2), en el caso de los que evaltan la actividad
antioxidante total, se observaron correlaciones negativas entre el EC5, obtenido por el
método del DPPH con los contenidos de fenoles, flavonoides, AA y a, 8 y y-tocoferol,
destacando los fenoles y flavonoides por ser los compuestos con correlaciones mas
fuertes para este método (r=-0,6824 y -0,5275, respectivamente). Asi, puede decirse que
estos compuestos probablemente son los responsables de la capacidad antioxidante de las
plantas que mide el método del DPPH.

Sin embargo, en el caso del ensayo del poder reductor, el valor de ECsy estd igualmente
correlacionado negativamente con los fenoles, flavonoides, a, 6 y vy-tocoferol, vy
especialmente con los compuestos fendlicos y flavonoides (r=-0,513 y -0,388,

respectivamente) pero no con el AA.

En cuanto a los métodos de valoracidn de la inhibicion de la peroxidacidn lipidica, el
ensayo de inhibicién de la decoloracién del B-caroteno fue el método que mas
correlaciones presentd con los compuestos bioactivos estudiados, existiendo
correlaciones negativas entre el valor de ECsqcon compuestos de caracter lipofilo (a y y-
tocoferol), asi como con compuestos con conocido caracter antioxidante como fenoles y
flavonoides, lo que nos indica que dichos compuestos serian también activos frente a la

peroxidacion lipidica.

En el caso del ensayo de TBARS UuUnicamente el a-tocoferol esta correlacionados
positivamente con el mismo, lo que nos hace indicar que los compuestos antioxidantes
presentes en este tipo de muestras no contribuyen significativamente a la actividad
antioxidante medida por este método, y si a la medida por los otros métodos estudiados.

Respecto a la posible correlacion de los distintos métodos de actividad antioxidante
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ensayados entre si, tal y como se observa en la matriz de correlaciones (tabla 9.8), el
ensayo del DPPH estd fuertemente y positivamente correlacionado con el ensayo del
poder reductor y con el ensayo de la inhibicidén de |la decoloracion del B-caroteno (r=0,658
y 0,727, respectivamente). Y dado que los resultados del ensayo del TBARS, estan Unica y
débilmente correlacionados con los correspondientes a la evaluacidon del poder reductor
podemos indicar que este método no parece aportar informacién relevante en este tipo

de muestras.

Segun los resultados obtenidos podemos afirmar que para valorar la capacidad
antioxidante total de muestras de matriz similar a las analizadas en el presente trabajo se
puede optar tanto por el ensayo del DPPH como por el ensayo del poder reductor, siendo
preferible el primero por establecer un mayor numero de correlaciones negativas con los
compuestos bioactivos con conocida actividad antioxidante, asi como el ensayo de la
inhibicion de la decoloracién del B-caroteno que seria el ensayo de eleccidon para la

determinacién de la peroxidacion lipidica.
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H,0 acidez pH AA ADHA Vit C AO AG AM AC AF Folato AGS ASMI AGPI a-toc B-toc y-toc 8-toc_ Toc.tot  fenoles flav
H,O 0,000
0,000
acidez 0,054
0,376
pH -0,060 -0,716
0,322 0,000 n=273
AA 0,122 0,109 -0,072 p<0,05
0,044 0,071 0,234
ADHA -0,179 0,006 0,007 0,115
0,044 0,924 0,909 0,056
Vit C 0,086 -0,020 0,095 0,830 0,350
0,158 0,745 0,116 0,000 0,000
AO 0,193 -0,126 0,110 -0,183 0,053 -0,260
0,001 0,037 0,070 0,002 0,384 0,000
AG -0,006 0,552 -0,268 -0,251 0,080 -0,208 -0,094
0,919 0,000 0,000 0,000 0,187 0,001 0,119
AM -0,084 0,032 0,191 0,040 0,073 0,087 0,082 0,163
0,165 0,595 0,002 0,506 0,232 0,152 0,175 0,007
AC 0,015 -0,044 0,100 0,543 0,176 0,574 -0,115 -0,202 -0,030
0,808 0,465 0,100 0,000 0,004 0,000 0,059 0,000 0,618
AF 0,239 -0,148 0,073 -0,265 -0,122 -0,246 0,299 0,043 -0,122 -0,171
0,000 0,014 0,227 0,000 0,045 0,000 0,000 0,478 0,044 0,004
Folatos  -0,018 0,003 0,057 -0,082 0,207 -0,063 -0,010 0,038 -0,226 -0,154 0,070
0,765 0,957 0,346 0,175 0,001 0,297 0,875 0,534 0,000 0,010 0,251
AGS -0,021 -0,206 0,100 -0,068 -0,413 -0,106 0,108 -0,312 0,017 -0,110 0,252 -0,206
0,729 0,000 0,098 0,260 0,000 0,080 0,075 0,000 0,785 0,068 0,000 0,000
ASMI 0,016 0,447 -0,449 -0,075 -0,239 -0,266 0,102 0,120 -0,238 -0,244 -0,075 0,065 0,299
0,798 0,000 0,000 0,219 0,001 0,000 0,093 0,047 0,000 0,000 0,216 0,283 0,000
AGPI 0,020 0,107 0,028 0,187 0,203 0,174 0,041 0,057 0,075 0,193 -0,091 0,045 -0,465 -0,183
0,742 0,078 0,647 0,001 0,000 0,004 0,498 0,349 0,215 0,001 0,133 0,462 0,000 0,003
o-toc 0,020 0,468 -0378 -0,276 0,168 -0,263 0,061 0,568 -0,010 -0,164 -0,079 0,067 -0,517 -0,082 0,245
0,743 0,000 0,000 0,000 0,005 0,000 0,313 0,000 0,867 0,006 0,191 0,269 0,000 0,176 0,000
B-toc -0,147 0,065 -0,031 -0,020 0,217 -0,032 0,075 0,176 -0,019 0,104 -0,058 -0,048 -0,274 -0,176 0,222 0,314
0,015 0,284 0,616 0,743 0,000 0,604 0,215 0,003 0,751 0,086 0,342 0,4309 0,000 0,003 0,000 0,000
y-toc 0,045 0,204 -0,177 -0,232 0,136 -0,157 -0,092 0,369 0,006 -0,151 -0,074 0,086 -0,396 -0,198 -0,495 0,572 0,000
0,457 0,000 0,003 0,000 0,025 0,009 0,129 0,000 0,922 0,012 0,222 0,1565 0,000 0,001 0,000 0,000 0,989
6-toc 0,175 -0,165 -0,068 -0,310 -0,190 -0,320 0,284 -0,121 -0,119 -0,183 0,643 -0,246 0,393 -0,166 -0,353 -0,033 -0,018 0,097
0,004 0,006 0,260 0,000 0,0016 0,000 0,000 0,046 0,050 0,002 0,000 0,000 0,000 0,006 0,000 0,586  0,7577 0,109
Toc.tot 0,020 0,405 -0,340 -0,297 0,186 -0,264 0,037 0,552 -0,014 -0,165 -0,056 0,058 -0,523 -0,161 0,011 0,954 0,358 0,764 0,061
0,746 0,000 0,000 0,000 0,00 0000 0548 0,000 0,814 0,006 0356 0,336 0,000 0,007 0,857 0,000 0,000 0,000 0,313
fenoles 0,292 0,246 -0,022 -0,032 0,207 0,006 -0,017 0,390 -0,099 -0,127 0,059 0,365 -0,673 0,086 0,281 0,315 -0,11 0,302 -0,303 0,300
0,000 0,000 0,723 0,596 0,0006 0,924 0,785 0,000 0,103 0,035 0,332 0,000 0,000 0,332 0,000 0,000 0,065 0,000 0,000 0,000
flav 0,254 0,101 0,099 -0,237 0,124 -0,174 0,054 0,422 -0,119 -0,251 0,219 0,511 -0,508 0,071 0,195 0,209 -0,067 0,200 -0,185 0,200 0,883 0,00
0,000 0,095 0,104 0,000 0,041 0,004 0,378 0,000 0,049 0,000 0,000 0,000 0,000 0,241 0,001 0,001 0,265 0,001 0,002 0,001 0,000 0,00
H-.O acidez oH AA ADHA Vit C AQ AG AM AC AF Folato AGS ASMI AGPI a-toc B-toc v-toc &-toc __Toc.tot _fenoles flav

Tabla 9.1.1.- Matriz de correlaciones candnica entre parametros fisicoquimicos y compuestos bioactivos (n=273). Para cada par de variables el coeficiente de correlacion estd indicado en negro y el P-
valor en gris, las correlaciones con p < 0,05 estan resaltadas en negro. Leyenda: H,0 (humedad); AA (4cido ascdrbico); ADHA (acido dehidroascorbico);AO (acido oxalico); AG (acido glutamico); AM (4cido
malico); AC (acido citrico); AF (acido fumarico); AGS (acidos grasos saturados); AGMI (4cidos grasos monoinsaturados); AGPI (acidos grasos poliinsaturados); a-toc (a-tocoferol); B-toc (B-tocoferol); y-toc

(y-tocoferol); 8-toc (6-tocoferol); Toc.tot (tocoferoles totales); fenoles (compuestos fendlicos); flav (flavonoides).
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AA  fenoles flav a-toc  B-toc  y-toc 6-toc  DPPH PR I.D.B-  TBARS
AA 0,000
0,000
fenole -0,032
0,958 n=273
flav 0,135 0,621 p<0,05
0,024 0,000
a-toc -0,275 0,346 -0,0667
0,000 0,000 0,2718
B-toc -0,019 -0,026 -0,115 0,314
0,743 0,668 0,057 0,000
y-toc -0,232 0,635 0,256 0,572 0,001
0,001 0,000 0,000 0,000 0,989
6-toc -0,3097 -0,2472 -0,2717 -0,033 -0,019 0,097
0,000 0,000 0,000 0,586 0,757 0,109
DPPH -0,134 -0,625 -0,471 -0,308 -0,046 -0,261 0,475
0,025 0,000 0,000 0,000 0,458 0,000 0,000
PR -0,089 -0,513 -0,388 -0,225 -0,060 -0,170 0,827 0,658
0,138 0,000 0,000 0,000 0,321 0,005 0,000 0,000
I.D.B- 0,075 -0,407 -0,3072 -0,387 -0,116 -0,283 -0,054 0,727 0,116
0,214 0,000 0,000 0,000 0,054 0,000 0,374 0,000 0,055
TBARS 0,041 0,094 0,016 0,144 -0,106 -0,000 -0,032 0,111 0,136 0,041 0,000
0,497 0,118 0,759 0,019 0,078 0,988 0,595 0,065 0,023 0,509 0,000
AA  fenoles flav a-toc  B-toc  y-toc 6-toc  DPPH PR I.D.B- TBARS

Tabla 9.1.2.- Matriz de correlaciones candnica entre compuestos antioxidantes y ensayos de actividad antioxidante in vitro. (n=273). Para
cada par de variables el coeficiente de correlacion estd indicado en negro y el P-valor en gris, las correlaciones con p < 0,05 estan resaltadas en
negro. Leyenda: AA (4cido ascdrbico); a-toc (a-tocoferol); B-toc (B-tocoferol); y-toc (y-tocoferol); &-toc (6-tocoferol); fenoles (compuestos
fendlicos); flav (flavonoides); PR (poder reductor); I.D. B-car (inhibicion de la decoloracion del B-caroteno).
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9.2.- ESTUDIO DE COMPONENTES PRINCIPALES

El analisis de componentes principales estudia la correlacion entre todos los resultados
obtenidos referentes a los contenidos de compuestos bioactivos en 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) permitiran caracterizar las muestras objeto de
este estudio (especies silvestres), ya que cada componente estda formado por una

combinacidn de variables correlacionadas entre si.

Se ha realizado el estudio de componentes principales de todas las especies silvestres
teniendo en cuenta los compuestos bioactivos caracterizados en las mismas (vitaminas y

acidos grasos) y los acidos organicos mayoritarios.

La aplicacién de un andlisis de Componentes principales cldsico, permitié reducir la
estructura multidimensional de los datos a un mapa tridimensional que explicaba el 54,79
% del total de la varianza (22,01 % del primer componente, 18,63 % del segundo
componente y 5,75 % del tercero). De forma que para una correcta interpretacion de la
variabilidad de los datos se requiere la consideracidén de los tres primeros componentes

principales como se muestra en la tabla 9.2.1.

Tabla 9.2.1.- Porcentaje de la variacion total explicada por cada “componente principal”

- Analisis globa

Numero | Autovalor Varianza Porcentaje Acumulado
1 3,3015 22,010 22,010
2 2,7947 18,631 40,641
3 2,1233 14,156 54,791
4 1,6138 10,759 65,556
5 1,5124 10,083 75,638
6 1,0712 7,142 82,780
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En la tabla 9.2.2 se recoge la participacion de cada variable analizada en los tres
componentes principales seleccionados, indicdndose en negrita aquellos valores mas
significativos. Por su parte en la tabla 9.2.3 se indica la participacién de cada componente

principal en las distintas especies de verduras estudiadas.

Tabla 9.2.2.- Participacion de cada parametro estudiado en los componentes principales

3 Componentes
Parametros
1 2 3
AA 0,16910 -0,35445 -0,35018
ADHA 0,48484 0,03625 -0,00880
Folatos 0,20865 0,19469 -0,01608
AO -0,14081 0,33531 -0,24952
AM -0,02476 -0,21870 0,21227
AC 0,20651 -0,32935 -0,31693
AGS -0,48130 -0,03266 -0,15455
AGMI -0,25171 0,04533 -0,09023
AGPI 0,26051 -0,19446 -0,16103
a-tocoferol 0,23302 0,13050 0,43325
B-tocoferol 0,22863 0,02058 0,02135
y-tocoferol 0,14435 0,22550 0,45182
6-tocoferol -0,23251 0,33008 -0,05127
Compuestos fendlicos 0,23282 0,36656 -0,35486
Flavonoides 0,17654 0,46245 -0,30077

Leyenda: AA (4cido ascoérbico); ADHA (acido dehidroascérbico); AGS (acidos grasos saturados); AGMI

(acidos grasos monoinsaturados); AGPI (acidos grasos poliinsaturados).
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Tabla 9.2.3.- Participacion de los componentes principales por cada especie estudiada

Etiqueta Componentes
1 2 3

Anchusa azurea 1,4100 2,0260 -0,1637
Beta maritima 1,6932 1,3252 -1,5916
Chondrilla juncea -0,2501 -0,1130 0,8854
Cichorium intybus 1,0065 2,6332 2,5883
Papaver rhoeas 2,8152 -0,0455 -0,2331
Rumex papillaris 0,4860 -0,2097 1,9576
Rumex pulcher 3,2096 1,9077 -2,1604
Scolymus hispanicus -2,5991 0,3330 -0,4130
Silybum marianum -3,8092 3,4938 -1,5929
Sonchus oleraceus 1,0399 0,3508 2,9370
Taraxacum obovatum -0,0203 -0,9976 1,5010
Apium nodiflorum -0,9480 0,2270 -0,6184
Foeniculum vulgare 0,7689 -0,5298 -0,2277
Montia fontana -1,1099 -0,3414 -1,4514
Silene vulgaris -0,7801 -0,3463 -0,2346
Asparagus acutifolius -0,8562 -1,3168 -0,6964
Bryonia dioica -0,6286 -1,7783 0,6958
Humulus lupulus -0,1261 -1,7981 0,1870
Tamus communis 1,6585 -3,6051 -2,0303
Allium ampeloprasum -2,9603 -1,2152 0,6613

Como se puede observar el primer componente principal estd definido (altamente
correlacionado) por las variables: acido dehidroascérbico (ADHA), 4acido grasos
poliinsaturados (AGPI), asi como con los compuesto fendlicos, en correlacion positiva, y

negativamente con los acidos grasos saturados y monoinsaturados (AGS y AGMI).
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El segundo componente estd caracterizado por las variables: compuestos fendlicos,
flavonoides y acido oxalico con correlacién positiva; y con las variables acido ascdrbico

(AA) y acido citrico (AC), con correlacion negativa.

Los dos primeros componentes, que son los que mas influyen en la variacién de las
especies, se encuentran representados en la figura 9.2.1. En el diagrama de dispersion se
aprecia que la mayoria de las especies se situan en la zona central del gréfico, al estar
igualmente caracterizados por los componentes 1 y 2; mientras que pueden separarse
cuatro grupos de especies caracterizadas positiva o negativamente por alguno de estos

componentes.

En un primer grupo (a) se separan Allium ampeloprasum, Scolymus hispanicus y
especialmente Silybum marianum, correlacionado negativamente con el componente con
el componente 1 y positivamente con el 2, por sus altos niveles de acido oxdlico, AGS y
AGMI, y bajos de AA, AC. Otro grupo (b) estaria formado por Cichorium intybus, Papaver
rhoeas y Sonchus oleraceus, que se separan por sus contenidos moderadamente altos de
AO, compuestos fendlicos y AGPI, y bajos de AA, AC AGMI y AGS. En un tercer grupo (c) se
separan Rumex pulcher y especialmente Anchusa azurea por sus altos niveles de
compuestos fendlicos, ADHA y AGPI, y bajos contenidos de AGS. Por ultimo, Tamus
communis se diferencia en gran medida de las demas especies por sus altos contenidos de
las dos isoformas de la vitamina C, AC y AGPI, y bajos niveles de AO, compuestos fenélicos,
AGS y AGMI. La superposiciones en el plano de estas agrupaciones, con las variables

anteriormente mencionadas, se pueden observar en la figura 9.2.1.

El tercer componente esta caracterizado por el a y y-tocoferol, con correlacién positiva, y
con el AA, AC, acido oxalico (AO) y compuestos fendlicos con correlacion negativa. Las
especies mas relacionadas con este tercer componente, son Cichorium intybus y Sonchus

oleraceus, positivamente, y Rumex pulcher y Tamus communis.
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Figura 9.2.1.- Graficos de pesos de las variables (a) y diagrama de dispersion de las muestras (b). Indicandose

en verde aquellas especies correlacionadas significativamente con los componentes principales 1 y/o 2, y en

rojo aquellas especies igualmente caracterizados por ambos componentes

Leyenda: AA (acido ascérbico); ADHA (acido dehidroascérbico); AO (acido oxalico); AM (acido malico); AC

(acido citrico); SFA (acidos grasos saturados); MUFA (acidos grasos monoinsaturados); PUFA (acidos grasos

poliinsaturados); Alfa (a -tocoferol); Beta (B-tocoferol); Delta (6-tocoferol); Gamma (y-tocoferol).

(1) Anchusa azurea; (2) Beta maritima; (3) Chondrilla juncea; (4) Cichorium intybus; (5) Papaver rhoeas; (6)

Rumex papillaris; (7) Rumex pulcher; (8) Scolymus hispanicus; (9) Silybum marianum; (10) Sonchus oleraceus;

(11) Taraxacum obovatum; (12) Apium nodiflorum; (13) Foeniculum vulgare; (14) Montia fontana; (15) Silene

vulgaris; (16) Asparagus actutifolius; (17) Bryonia dioica; (18) Humulus lupulus; (19) Tamus communis y (20)

Allium ampeloprasum.
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Figura 9.2.2.- Superposicion de las distintas variables y muestras en el plano. Andlisis global de los
compuestos bioactivos

Leyenda: AA (acido ascérbico); ADHA (acido dehidroascdrbico); AO (acido oxdlico); AM (acido malico); AC
(acido citrico); SFA (acidos grasos saturados); MUFA (acidos grasos monoinsaturados); PUFA (acidos grasos
poliinsaturados); Alfa (a -tocoferol); Beta (B-tocoferol); Delta (6-tocoferol); Gamma (y-tocoferol).

(a) Allium ampeloprasum, Scolymus hispanicus y Silybum marianum, (b) Cichorium intybus, Papaver rhoeas y

Sonchus oleraceus, (c) Rumex pulcher y Anchusa azurea, (d) Tamus communis
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9.3. ESTUDIO CLUSTER

Por ultimo, para evaluar las posibles relaciones existentes entre las distintas especies
silvestres consideradas en el presente estudio se ha realizado el anilisis cluster

considerando los valores medios obtenidos, para cada parametro.

Los clusters son grupos de observaciones con caracteristicas similares. El procedimiento
aplicado ha sido una clasificacidn jerarquica aglomerativa siguiendo el criterio de War’d
(Everitt, 1980) que permitié obtener el dendograma reflejado en la figura 9.3.1 Este
procedimiento ha creado 1 cluster de las 20 observaciones (especies) proporcionadas

mediante el método vecino mas cercano (una sola union).

Figura 9.3.1.- Dendrograma de las especies silvestres estudiadas, con respecto a los pardmetros analizados
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Como se puede observar en el dendrograma (figura 9.3.1), se han establecido 5 niveles
diferentes de separacién, agrupando las especies que tenian mayor numero de
caracteristicas en comun. En el primer nivel se diferencia claramente, el cardo (Silybum
marianum), siendo esta especie la que menos caracteristicas tiene en comun con el resto
de especies silvestres estudiadas dada la distancia que la separa del resto. En el diagrama
de dispersion, figura 9.2.1 del apartado de componentes principales, dicha especie se
situaba en el extremo izquierdo y superior del grafico, correlacionado positiva y
fuertemente con el segundo componente principal. Como puede apreciarse, la mayor
parte de estas especies también resultaron diferentes de las demds por su contenido de
compuestos bioactivos en el estudio de componentes principales anteriormente

comentado.

En un segundo nivel de agrupacion, la romaza (Rumex papillaris) se separa de las demas
por sus atributos (variables pertenecientes al segundo componente). Posteriormente en
un tercer nivel, la achicoria (Cichorium intybus) se separa claramente del resto de
especies, siendo en el cuarto nivel donde se diferencia la lenguaza (Anchusa azurea), y en
un quinto y sexto nivel la amapola (Papaver rhoeas) y la cerraja (Sonchus oleraceus),

respectivamente, todas ellas especies silvestres de hoja.

El resto de especies presentan un mayor numero de caracteristicas en comun,
agrupandose en este aspecto todas las especies silvestres de tallos tiernos y brotes tiernos
con hojas, a excepciéon de Tamus communis, asi como algunas especies de la familia de las
compuestas como Chondrilla juncea, Taraxacum obovatum y Scolymus hispanicus. En esta
ultima (el cardillo) cabria esperar mayores similitudes con el cardo, dado que ambas
especies se consumen peladas, y ademas pertenecen a la misma familia (Asteraceae). En
efecto, el dendrograma no manifestd una agrupacién de las especies con aspectos
taxondmicos comunes, como por ejemplo, las 6 especies pertenecientes a esta familia,
demostrando asi que el hecho de pertenecer a la misma familia o género no va ligado

necesariamente a una composicidn quimica parecida.
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10. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO TERMICO
EN EL CONTENIDO DE ACIDOS ORGANICOS, VITAMINA CY
ACIDO FOLICO EN VEGETALES SILVESTRES COMESTIBLES:

Rumex pulcher L., Silene vulgaris (Moench) Garcke., Asparagus acutifolius L.,

Bryonia dioica Jacq., Humulus lupulus L.y Tamus communis L.
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El uso gastronédmico de las plantas silvestres se ha ido modificando y enriqueciendo con el
paso de los anos, formando parte de nuestra tradicion y cultura gastrondémica
transmitiéndose de padres a hijos (Cubero et al, 2006). Multitud de compuestos bioactivos
son inestables en los alimentos, de modo que tratamientos de procesado, cocinado o
simplemente almacenamiento pueden condicionar su estabilidad y concentracién en los
mismos. La variacion en el contenido de dichos compuestos bioactivos tras el cocinado,
especialmente en el caso de las vitaminas, dependera de diversos factores (Cuadro 10.1),
como el tipo de proceso culinario empleado, la temperatura mdxima alcanzada, tiempo de
coccion, pH del medio de coccidn, relacién superficie/volumen, cantidad de agua
empleada, presencia de oxigeno y luz, del tipo de matriz y/o alimento, y de la sensibilidad
propia de cada compuesto a cada uno de los factores anteriormente mencionados (Berry

Otawa, 1993; Leskova et al., 2006; Ros-Berruezo, 2011).

Algunas de las especies silvestres estudiadas en el presente trabajo se consumen
tradicionalmente cocinadas en diferentes guisos y platos, realizdndose para ello un
tratamiento térmico generalmente en medio acuoso, que puede modificar el contenido
nutricional y las propiedades funcionales de las mismas. De ahi la importancia de evaluar
el contenido de algunos compuestos bioactivos hidrosolubles y/o termoldbiles como

algunas vitaminas (vitamina C y vitamina Bg) y acidos organicos.

De todas las especies silvestres estudiadas en este trabajo, para la realizacidon de este
estudio se seleccionaron 6 especies (recolectadas en el 2009) tradicionalmente
consumidas en forma de diferentes guisos como se recoge en el cuadro 10.2, y cuyo
contenido de vitamina C destacd de entre el resto de especies silvestres analizadas. En
concreto fueron las especies: Rumex pulcher L., Silene vulgaris (Moench) Garcke.,

Asparagus acutifolius L., Bryonia dioica Jacq., Humulus lupulus L.y Tamus communis L.
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Cuadro 10.1.- Estabilidad de las vitaminas y porcentajes maximos de perdida segun

diferentes factores intrinseco y extrinsecos del alimento. Rojo (inestable); Verde

(estable). (Adaptado de Ros Berruezo, 2011)

% Max. de

Vitamina Calor H H<7 H>7 | Oxigeno | Luz .
P P P & perdida.
Vitamina By (Tiamina) 80
Vitamina B, (Riboflavina) 75
Vitamina B; (Niacina) 75
Vitamina Bs (Acido
L. 50
pantoténico)
Vitamina Bg (Piridoxina) 40
V.t . B F4 . 4 L
itamina By (Acido félico y 100
folatos)
Vitamina Bq, 10
(Cianocobalamina)
Vitamina C (AA y ADHA) 100
Vitamina A (Retinol) 40
Vitamina D (Ergocalciferol,
: - 40
colecalciferol)
Vitamina E (Tocoferoles y
. 55
tocotrienoles)
Vitamina K (filoquinonas, 5

menaquinona, menadiona)
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Cuadro 10.2.- Referencias sobre formas de consumo de vegetales silvestres

Especie

Nombre comun

Pais y Region

Parte comestible

Usos (modo de consumo)

Referencia

Asparagus acutifolius

Espérrago triguero

Espafia: Comunidad de Madrid

Brotes tiernos

Cocinado (guisado); en tortilla o revuelto con

huevos; en ensalada como aperitivo

Tardio et al., 2002, 2006, 2010

Asparraguera silvestre

Espafia: Zamora/ Salamanca

Brotes tiernos

En tortilla

Gonzalez, 2010

Italia

Parte aérea

Cocido y frito

Pieroni, 2002

Bryonia dioica

Espérrago de nuez

Espafia: Comunidad de Madrid

Brotes tiernos con hojas pequefias

Cocinado (guisado)

Tardio, 2006, 2010

Espafia: Sanabria, Caurel, Pilofia,
Picos de Europa, Campoo; Portugal:

Montesinho

Hojas tiernasy tallos

Cocido (guisado)

Pardo de Santayana et al., 2007

Montesinho

Brotes

Cocido (guisado), revuelto con huevos

Carvalho, 2010

Humulus lupulus

Espérrago de zarza; Lupulo

Espafia: Comunidad de Madrid

Brotes tiernos

Cocinado (guisado)

Tardio et al., 2002, 2006, 2010

Espafia: Caurel, Pilofia, Campoo;

Portugal: Montesinho

Inflorescencias femeninas inmaduras

En licores

Pardo de Santayana et al., 2007

Tamus communis

Esparraguilla

Espafia: Comunidad de Madrid

Brotes tiernos con hojas pequefias

Cocinado (guisado)

Tardio et al., 2002, 2006, 2010

Espérrago bastardero

Espafia: Zamora/ Salamanca

Brotes tiernos

Guisado, en tortilla o crudo en ensalada

Gonzalez, 2010

Italia

Brotes

Cocido y frito con huevos

Pieroni, 2002

Rumex pulcher

Romaza

Espafia: Comunidad de Madrid

Hojas basales

Cocinado (guisado) con vegetales, en sopas o

como condimento.

Tardio et al., 2002, 2006, 2010

Adeas de burro

Espafia: Zamora/ Salamanca

Hojas basales

Cocinado (guisado)

Gonzalez, 2010

Colleja Espafia: Comunidad de Madrid Tallos tiernos con hojas Cocinado (guisado), a veces crudo en ensalada Tardio et al., 2002, 2006, 2010
Silene vulgaris Grisvéli Italia: Liguria Hojas Como ingrediente del “erbete”, pastel vegetal. Cornera, 2009
Espafia: Sanabria, Caurel, Pilofia, Hojas y tallos jovenes ) . .
Colleja P jasy ! Cocido (guisado) en tortilla Pardo de Santayana et al., 2007
Picos de Europa, Campoo.
Cocinado (guisado) con vegetales, en sopas o
Rumex pulcher Romaza Espafia: Comunidad de Madrid Hojas basales Tardio et al., 2002, 2006, 2010

como condimento.
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Para simular lo méaximo posible las condiciones domesticas de cocinado, las plantas
troceadas se sometieron a coccidon durante 10 minutos a 100 2C en una olla convencional,

con una proporcién de planta/agua de 0,2 Kg/L.

En ellas se evaluaron las propiedades fisico-quimicas (humedad, pH y acidez titulable), asi
como el contenido de vitamina C, acido félico y folatos (Vitamina Bg) y acidos organicos
tanto en la muestra recién recolectada, como después de un proceso de coccidn

tradicional, evaluandose el porcentaje de retencidon de los mismos.

Para la evaluacidn de la estabilidad de los compuestos estudiados en las plantas
seleccionadas, se ha empleado el parametro “retencion aparente”(RA) descrito

anteriormente por Murphy et al. (1975) y Bergstrom (1994):

RA (%): (contenido por g alimento cocinado/contenido por g alimento crudo) x 100

Actualmente existen muy pocos estudios relativos al tratamiento culinario de los vegetales
silvestres. Trichopoulou et al. (2000a) y Vasilopoulou y Trichopoulou (2011) publicaron
datos relativos a la composicién nutricional y contenido de flavonoides de pasteles tipicos
de Creta elaborados a partir de una mezcla de vegetales cultivados vy silvestres cocinadas
con aceite de oliva, para ello emplearon especies cultivadas como la espinaca (Spinacia
oleracea L.), cebolla (Allium cepa L.), perejil, asi como una serie de vegetales silvestres
como Rumex spp., Petromarula pinnata, Ranunculus ficaria L., Foeniculum vulgare Mill.,
entre otros. Si bien, dichos estudios no hacen referencia a la influencia del tratamiento
térmico en el contenido de vitaminas, al igual que no existe bibliografia relativa a la
composicion de vitaminas tras el proceso de coccidn (vitamina C ni folatos) de las especies

silvestres seleccionadas en el presente estudio.
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10.1. Parametros fisico-quimicos

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran una modificacién de los
parametros fisico-quimicos tras el proceso de coccidén (tabla 10.1.1), estadisticamente
significativa (p < 0,05) entre especies, tanto para la humedad como el pH.

Todas las plantas cocinadas, absorbieron agua tras la coccién, destacando Silene vulgaris
por ser la especie que mayor captacién de agua presentd (6%). Dicho incremento es
habitual al someter los vegetales a procesos de coccidn ya que se produce la ruptura de
las células que conforman la pared celular, y su hinchamiento, asi como por la captacién

de agua de compuestos higroscdpicos como la fibra, etc.

Tabla 10.1.1.- Parametros fisico-quimicos en crudo y tras el proceso de coccién en las

especies silvestres estudiadas

Especie Humedad H Acidez titulable
P (%) P (ml NaOH 0,1N/100g)
Crudo | 88,15%(0,14) 4,67°(0,06) 25,45°%(2,29)
Rumex pulcher ] b . s
Cocido | 90,88 °(0,88) 4,23°(0,02) 21,36°(1,63)
Crudo | 86,07°(0,06) 5,90°(0,02 14,24"° (0,53
Silene vulgaris b( ) b( ) . ( )
Cocido | 92,08"(0,43) 6,62 "(0,05) 4,88°(0,12)
L Crudo | 86,91%(0,05) 6,17%(0,01) 19,58"° (0,22)
Asparagus acutifolius b b
Cocido | 89,57°(0,02) 6,34°(0,01) 7,94°(0,19)
L Crudo | 90,70°%(0,13) 6,147(0,00) 16,93°(0,29)
Bryonia dioica . b b .
Cocido | 93,37°(0,25) 6,51°(0,11) 5,01%(0,18)
Crudo | 86,21°(0,06) 6,097(0,02) 24,16° (1,24)
Humulus lupulus b b
Cocido | 90,70° (0,25) 6,65°(0,02) 6,70°(0,19)
. Crudo | 88,67°(0,35) 5,817(0,03) 16,93°(0,29)
Tamus communis ) b b a
Cocido | 90,56° (0,05) 5,95 (0,00) 9,81°(0,10)

En cada columna diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre crudo y cocinado

para cada especies (p < 0,05) n=3.

289



Resultados y discusion

En relaciéon a la modificacidn del pH tras el proceso de coccidn, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en todas las especies estudiadas, entre la muestra fresca y
la cocida, siendo el pH ligeramente superior en la mayoria de las muestras cocidas, con

respecto a las frescas, a excepcién de Rumex pulcher.

Este aumento en el pH, tras el proceso de coccién, se corresponde con una ldgica
disminucion (estadisticamente significativa, p <0.05) de la acidez titulable (figura 10.1.1),
destacando Humulus lupulus por ver reducida su acidez en un factor aproximadamente de
4 tras el proceso de coccidn. Dicha disminucion se debe a que durante la coccion se
produce la ruptura celular, favoreciendo la salida de compuestos de caracter hidrosoluble,
como los acidos orgdnicos presentes en las vacuolas celulares, que pasan al liquido de
coccion. Esto hace disminuir la acidez en los vegetales cocidos y al mismo tiempo se
relaciona con el ligero ascenso detectado en el pH. Las hojas de Rumex pulcher (especie
mas 4cida), fueron las que experimentaron un menor descenso en al acidez, lo que
concuerda con el hecho de que esta fue la Unica especie en la que el pH no se incrementd

tras el proceso de coccién.
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Figura 10.1.1.- Variacién de la acidez titulable (ml NaOH 0,1 N/100g muestra) tras el proceso de coccién.

10.2.- Acido ascérbico y acido dehidroascérbico: Vitamina C

Como se indico anteriormente (cuadro 10.1), la estabilidad de la vitamina C estd
condicionada por diversos factores, como la presidén parcial de oxigeno, la temperatura,
pH, luz solar, asi como posibles enzimas y catalizadores metélicos (Cu** y Fe**) que puedan
contener el alimento (Eitenmiller y Laden, 1999). La degradacién de la vitamina C se debe
principalmente a un proceso de oxidacion (Figura 10.2.1). Inicialmente, el AA en el
proceso de oxidacién pasa de ascorbato a dehidroascorbato, reaccién reversible, por lo
que el dehidroascorbato mantiene en principio su valor como vitamina C. Sin embargo, la
lactona correspondiente al dehidroascorbato es mucho menos estable que la del
ascorbato, por lo que se hidroliza facilmente para producir acido 2,3-dicetogulénico, que

posteriormente puede degradarse por descarboxilacion (Figura 10.2.1).
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Figura 10.2.1.- Degradacion de la vitamina C (Jacob, 1998)

En condiciones de anaerobiosis y baja actividad de agua, la degradacién de la vitamina C
es muy lenta (Laing et al, 1978; Ordofez et al., 1998; Sungpuag et al., 1999), mientras que
a mayor actividad de agua, se produce una mayor perdida de esta vitamina.
Posteriormente, Vieira et al. (2000) establecieron la cinética de degradacion de primer
orden del acido ascdrbico (AA) y dehidroascorbico (ADHA), dependiente de la temperatura

(es decir, a mayor temperatura, mayor degradacion de ambas isoformas).

Ya Laing et al. (1978) comprobaron que la degradacion de la vitamina C depende en gran
medida de la disponibilidad de oxigeno y la exposicién del alimento al mismo, viéndose
muy condicionada su estabilidad por la superficie de exposicién del alimento a los factores
anteriormente mencionados, y por lo tanto al tipo de alimento y al método de coccidn
empleado. Segun Howard et al. (1999) los métodos de coccidon que en teoria menor
degradacion suponen son: la coccidn por vapor al microondas, seguido de la coccidn con
agua al microondas y la coccién por vapor de agua, siendo la coccién en olla tradicional,
aquella que presenta las mayores perdidas de vitamina C tras el tratamiento térmico. Pero
a igualdad de condiciones de coccidn, la degradacién de la vitamina C depende en gran
medida de la matriz del alimento y por lo tanto de la planta analizada, tal y como

afirmaron Rumm-Kreuter y Demmel en 1999.
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El tratamiento de coccidn tradicional se caracteriza por emplear agua hirviendo de modo
que tedricamente se plantean las mejores condiciones para la degradacidn de la vitamina
C (altas temperaturas, medio acuoso y exposicion al oxigeno), lo que hace suponer que se

producira una elevada tasa de degradacidn de la misma.

Tal y como se observa en la tabla 10.2.1 y figura 10.2.1, las verduras silvestres cocidas
presentaron una disminucion estadisticamente significativa (p < 0,05) en el contenido de
vitamina C respecto del contenido en crudo. Las especie silvestres que destacaron por ser
las mas ricas en vitamina C en estado fresco fueron Rumex pulcher, Asparagus acutifolius,
Humulus lupulus y Tamus communis, de las cuales el esparrago triguero (Asparagus
acutifolius) y el lupio (Tamus communis) presentaron los mayores porcentajes de
retencion aparente (61,9 y 86,7%, respectivamente) manteniendo mas de 40 mg/100g de
vitamina C tras la coccidn, mientras que las otras retuvieron aproximadamente la mitad
(20 mg/100g vitamina C). Por otro lado, Silene vulgaris y Bryonia dioica retuvieron solo

13,4y 6,4 mg/100g, respectivamente.

Si tenemos en cuenta la influencia del tratamiento térmico en cada una de las isoformas
(AA y ADHA), podemos observar que la estabilidad del AA tras el procesado fue mayor que
para el ADHA (isoforma mads inestable), excepto para Asparagus acutifolius que fue la
Unica especie donde el ADHA mantuvo un mayor porcentaje de retencion (90,58%) lo que
supuso una retencion de 23,57 mg/100g de ADHA, casi la mitad del contenido total de
vitamina C. En cambio, las especies que en crudo poseian menores niveles de ADHA, lo
perdieron casi totalmente durante el procesado térmico. El Unico caso donde no hubo
variacion estadisticamente significativa (p < 0,05) fue para el AA en la colleja (Silene

vulgaris).

Diversos autores han estudiado la estabilidad de la vitamina C tras la coccidn en vegetales
cultivados, empleando diferentes métodos y técnicas de coccion. Kmiecik y Lisiewska

(1999) indicaron que el proceso de escaldado supone una disminucion de la vitamina C en
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las hojas del cebollino y del perejil, de 29% y 47-51%, respectivamente. Asimismo Masrizal
et al. (1997) evalud la influencia de la cocciéon al microondas de varios vegetales,
encontrando una retencion del 34,1-79,4%. Algo parecido indico llow et al. (1995) que
encontré que la coccidn al microondas durante 5 minutos supuso una disminucién del
40% para el brocoli. Warthessen et al. (1984) compard la coccion tradicional con la coccion
al microondas de judias verdes, demostrando la gran variabilidad entre métodos,
indicando una perdida de 67,8-78,6% para el tratamiento al microondas, mientras que la
coccion tradicional presentd un porcentaje de perdida de 33,9-63,1%, observandose una
gran variabilidad en el porcentaje de perdida en funcion de la especie estudiada, lo que
concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio, con porcentajes entre

13,3-71,5% de perdida de vitamina C tras la coccioén.
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Tabla 10.2.1.- Efecto de la coccidon sobre el contenido de vitamina C de las especies

estudiadas y porcentaje de retencion aparente (RA) tras el proceso de coccion

Especie AA ADHA Vitamina C % IDR
P (mg/100g) (mg/100g) total (mg/100g) ?
Fresco | 30,78°(0,72) 16,097 (0,17)  46,47°(0,11) 61,9
Rumex pulcher Cocido | 20,36°(0,67) 1,25°(0,30) 21,61°%(0,86) 28,8
% RA 66,1 7,35 46,5
Fresco | 14,31°(0,98) 11,09°(0,90)  25,11°(0,46) 33,5
Silene vulgaris Cocido | 13,90 °(0,96) 0,00° 13,41°(0,85) 17,9
% RA 90,9 0,0 53,4
Fresco | 29,29°(0,02) 26,027(0,59) 56,67" (0,58) 73,7
Asparagus . a a a
e o Cocido | 24,197(0,51) 23,577(1,36)  47,93°(1,82) 63,9
acutifolius
% RA 82,6 90,6 86,6
Fresco | 11,99°(0,31) 13,67°(1,69) 25,67°(2,01) 34,2
Bryonia dioica Cocido | 6,39°(0,32) 0,22°(0,01) 6,42°(0,25) 8,5
% RA 53,3 1,6 25,0
Fresco | 37,25°(0,19) 23,22°(0,84)  60,95" (0,12) 78,1
Humulus lupulus | Cocido | 11,26°(0,50) 5,56°(0,19) 17,36°(0,76) 48,3
% RA 30,2 23,9 28,5
Tamus Fresco | 56,87°(0,21) 1,56°(0,11)  58,57°(0,37) 81,3
. Cocido | 36,25°(0,77) 0,00 40,90 (1,60) 23,1
communis
% RA 63,7 0,0 61,9

En cada columna diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre crudo y cocido para

cada especies (p < 0,05), n=3.

AA (acido ascorbico), ADHA (acido dehidroascdrbico) y RA (retencidn aparente).

Teniendo en cuenta que las ingestas diarias recomendadas (IDR) estan en torno a 75-90
mg diarios, dependiendo del rango de edad y sexo (Trumbo, 2002), podemos afirmar que
las especies silvestres seleccionadas incluso después de cocinadas, siguen siendo fuentes
de vitamina C en la dieta. Por ejemplo, el consumo de 100g de espdarrago triguero
(Asparagus acutifolius), lupio (Tamus communis), y romaza (Rumex pulcher) cocinados, tal
y como se consume tradicionalmente, supera el 50% de las IDR, destacando el esparrago
triguero, que cocinado, aun supone un aporte de hasta un 63,90% de las IDR para esta

vitamina.
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Figura 10.2.2.- Contenido de vitamina C total (g/100g) en las especies objeto de estudio
IDR (Ingestas diarias recomendadas), F (Fresco), C (crudo), AA (4cido ascorbico) y ADHA (acido

dehidroascérbico).

10.3. Acidos orgénicos

El contenido del resto de acidos organicos evaluados y el porcentaje de retencion de los

mismos (tabla 10.3.1) varia dependiendo de la especie y del compuesto estudiado.

El contenido en acido oxalico disminuyo significativamente (p < 0,05) tras el proceso de
coccién (tabla 10.3.1 y figura 10.3.1). Llama la atenciéon que las especies que menor
contenido de dicho acido organico presentaron en crudo, fueron las que mejor lo
mantuvieron durante el cocinado, como es el caso de Asparagus acutifolius, Humulus
lupulus y Tamus communis, con porcentajes de retencidn superiores al 82%. Mientras que

las especies que mayor contenido tenian en crudo fueron las que mayores perdidas
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presentaron, reteniendo Unicamente el 36% Bryonia dioica, 39% Rumex pulcher. En estos

caso, una forma de reducir la ingesta de oxalatos puede ser descartar el liquido de

coccidén, con lo que se retira mds del 40% del 4cido oxalico de la planta.

Tabla 10.3.1.- Efecto de la coccion sobre el contenido de acidos organicos (g/100g) y

porcentajes de retencion aparente (RA) de tras el proceso de coccién

Especies Ac’itﬁio Ac’id? Ac’it_:io A'cif:lo Aci'df)
oxalico glutamico malico citrico fumarico

Fresco | 0,73°(0,02) nd nd 0,10° (0,00) tr.
Rumex pulcher Cocido | 0,29°(0,02) nd nd 0,03%(0,00) tr.

% RA 39,1 - - 33,6 -

Fresco | 0,63°(0,07) nd nd 0,12°(0,01) tr.
Silene vulgaris Cocido | 0,45°(0,03) nd nd 0,06 *(0,02) tr.

% RA 70,2 - - 51,2 11,5

Fresco | 0,10%(0,01) 0,04°(0,00) 0,22°(0,04) 0,33%(0,05)  0,001"(0,00)
‘:x Z;ZZ:: Cocido | 0,08%(0,00) 0,03%(0,000 0,09%(0,01)  0,20%(0,07) tr

% RA 82,3 69,0 41,8 59,1 7,2

Fresco | 0,36°(0,02) 0,12°(0,000 1,71°(0,04) 0,06°(0,01)  0,002"(0,00)
Bryonia dioica Cocido | 0,13%(0,01) nd 0,98%(0,07)  0,04%(0,00)  0,001%(0,00)

% RA 36,7 0 57,2 66,6 32,9

Fresco | 0,09°(0,02) nd 0,77°(0,17)  0,17%(0,01)  0,001° (0,00)
Humulus lupulus | Cocido | 0,08%(0,00) nd 0,47%(0,02) 0,12%(0,03) tr

% RA 85,2 - 78,2 69,1 31,8

Fresco | 0,08°(0,01) nd nd 0,34°(0,02)  0,001°(0,00)
Tamus communis | Cocido | 0,08%(0,01) nd nd 0,24%(0,01) tr

% RA 93,7 - - 69,8 30,5

En cada columna diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre crudo y

cocido para cada especie, n=3.

%RA (retencién aparente), nd (no detectado), tr (trazas < 0,005 g/100g).
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Destaca sin embargo Silene vulgaris por presentar el mayor contenido total (p < 0,05) de
acido oxalico en crudo (0,635 g/100g) y por ser la especie que mayor porcentaje de

retencidn presento (70,2%), quedando 0,45 g/100g como contenido final de acido oxalico.

Bhandari y Kawabata (2006) indicaron que la estabilidad del acido oxalico estd muy
influenciada por tratamientos térmicos como horneado, coccidn a presidén y coccidn
tradicional. Asimismo, Chai and Liebman (2005) realizaron estudios de coccion (coccion
tradicional y escaldado) de diferentes vegetales, como la espinaca, acelga, coles de
Bruselas, zanahoria y remolacha, y la influencia de mismo en el contenido de acido oxalico.
Estos autores indicaron para la espinaca una concentracién de 1145 mg/100g en crudo, de
797 mg/100g tras el proceso de escaldado y de 460 mg/100g tras la coccién. Demostrando

la perdida de acido oxalico por solubilizacién del mismo en el liquido de coccion.

El acido glutamico, fue caracterizado Unicamente en fresco en el espdrrago triguero
(Asparagus acutifolius) y en el esparrago de nuez (Bryonia dioica), observandose en este
Gltimo una perdida del 100% tras el proceso de coccidn (se eliminaron los 0,119 g/100g
gue presentaba dicha especie en fresco), mientras que en el esparrago triguero se observo

una retencioén del 69,0%.

El acido malico se cuantifico en el esparrago triguero (Asparagus acutifolius), el esparrago
de nuez (Bryonia dioica) y el lupio (Tamus communis), todas ellas brotes tiernos,
presentando una retencidn de 41,8 a 78,2%. El lupio fue la especie que mayor porcentaje
de retencidn presentd lo que supuso una concentracion de 0,469 g/100g tras el proceso
de coccion, pero fue el esparrago de nuez la especie que mayor contenido (p < 0,05) de
dicho acido mantuvo antes y después del tratamiento térmico (1,710 g/100g y 0,976

g/100g, respectivamente).
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El acido citrico, mostré un comportamiento mas estable, presentando porcentajes de
retencion entre 51,2 — 69,8% (Tabla 10.3.1), a excepcidn de Rumex pulcher que mostro la
mayor perdida tras el proceso de coccidn para dicho acido (33,6% de retencidn). El lupio
fue la especie que presentdé mayores concentraciones (p < 0,05) tanto en fresco como
cocida (0,339 g/100g y 0,237 g/100g, respectivamente), puesto que en los brotes tiernos

de esta planta, éste fue el 4cido mayoritario.

El acido fumarico, al ser un compuesto minoritario en todas las especies estudiadas, se

perdidé practicamente en su totalidad tras el proceso de coccidn.

Figura 10.3.1.- Contenido de acidos organicos (g/100g) en las especies objeto de estudio
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10.4. Vitamina B, (acido fdlico y folatos)

La estabilidad de la vitamina By (acido fdlico y folatos) en los alimentos depende de
diversos factores (cuadro 10.1), entre los que destaca la exposicion luminica
(principalmente UV), tratamiento térmico en medio acido, cantidad de agua empleada,
relacion superficie/volumen del alimento, etc., asi como la presencia de metales como Fe™
y/o aditivos como el nitrato sddico (se ha observado que disminuye la retencion de folatos
en los alimentos), mientras que compuestos con actividad antioxidante (acido ascorbico,

tocoferoles, etc.) favorecen su retencion (Eintenmiller y Laden, 1999).

Tal y como indica la tabla 10.4.1, se observé una disminucién estadisticamente
significativa (p < 0,05) en el contenido de 4acido félico y folatos de las muestras frescas y
cocinadas, destacando Silene vulgaris por presentar el menor porcentaje de retencion

(19,64%) lo que supone un contenido de 0,102 mg/100g en la muestra cocida.

Aunque podria esperarse que vegetales de hoja, como Rumex pulcher, sean mas
susceptibles a perdidas de nutrientes al liquido de coccién (debido a sus caracteristicas
morfoldgicas), en comparacién con los tallos y brotes, la romaza fue la especie que mayor
porcentaje de retencidn de acido fdlico presentd (69,78%) con contenidos de 0,277
mg/100g tras el proceso de coccién. Algo similar indicé Lin y Lin (1999) donde la mayor
retencién de acido félico se observo en los vegetales de hoja (47-70% de perdida), frente

al 50-90% de los vegetales sin hoja (tallos y brotes).

Ademas se puede apreciar que el espdarrago triguero (Asparagus acutifolius) fue la especie
que mayor contendido total presentd (p < 0,05) tanto en fresco (0,587 mg/100g) como
cocido (0,280 mg/100g), con un porcentaje de retencidon de 47,96%. Malin (1977) observé
que las coles de Bruselas cuyo contenido de vitamina C era mayor, fueron las que menor
proporcién de acido félico perdian tras el proceso de coccidn. Estos resultados concuerdan

con los encontrados en el presente trabajo, donde Asparagus acutifolius que presenté los
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mayores porcentajes de retencién de vitamina C, mantuvo a su vez los niveles mds
elevados de folatos tras la coccidn, de modo que podemos afirmar un factor importante
para la retencidon del acido félico en las especies de estudio puede ser el elevado

contenido de acido ascérbico que presentan las mismas.

Tabla 10.4.1.- Efecto de la coccidn sobre el contenido de acido félico y folatos en las

especies estudiadas y porcentajes de retencion aparente (RA) tras el proceso de coccion

Retencidn
Especie 5MTHF-DG 5MTHF-MG Folatos Totales % IDR | aparente
P (mg/100g)  (mg/100g) (mg/100g) 0 P
(RA) %

Fresco 0,396 (0,022) 0,001 (0,000) 0,397 b (0,023) 99,25

Rumex pulcher 69,78
Cocido 0,272 (0,025) 0,005 (0,001) 0,277° -t(0,026) 69,25
Fresco 0,516 (0,140) 0,003 (0,000) 0,519 b (0,140) 129,75

Silene vulgaris 19,64
Cocido 0,096 (0,013) 0,005 (0,001) 0,102% (0,012) 25,50
Fresco 0,587 (0,017) 0,002 (0,000) 0,589 b (0,017) 147,25

Asparagus acutifolius 47,96
Cocido 0,280 (0,006) 0,002 (0,000) 0,283% (0,007) 70,75
Fresco 0,176 (0,008) 0,001 (0,000) 0,177 b (0,008) 44,25

Bryonia dioica 68,61
Cocido 0,113 (0,008) 0,008 (0,000) 0,122°% (0,015) 30,50
Fresco 0,299 (0,046) 0,004 (0,001) 0,304 b (0,045) 76,00

Humulus lupulus 58,15
Cocido 0,171 (0,036) 0,005 (0,001) 0,177% (0,038) 44,25
Fresco 0,157 (0,006) 0,003 (0,002) 0,159 b (0,004) 39,75

Tamus communis 68,55
Cocido 0.106 (0.024) 0.004 (0.002) 0.109° (0.022) 27.25

En cada columna diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre crudo y cocido para
cada especie (p < 0,05) n=3.

IDR (Ingestas diarias recomendadas)

Segun Mckillop et al. (2002) el tratamiento térmico de coccion tradicional de la espinaca
supone una reduccidon de 51-56% de folatos, mientras que la coccién a vapor apenas
afectaban al contenido de acido fdlico. Algo similar indico Chen et al. (1983) respecto a la

diferencia entre la coccidn tradicional y al microondas, siendo superior la perdida de

folatos en el primero.
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Resultados y discusion

Hay que resaltar que las muestras analizadas de Asparagus acutifolius, Rumex pulcher y
Humulus lupulus siguen cubriendo al menos el 40% de las IDR de vitamina By después de

cocinadas.

Figura 10.4.1.- Contenido de folatos totales (mg/100g) en las especies objeto de estudio
IDR (Ingestas diarias recomendadas).
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Conclusiones

A. CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES

1.- De entre todas las verduras silvestres consideradas en el presente estudio, podemos

destacar las siguientes caracteristicas especificas:

- Las hojas de Rumex pulcher y especialmente R. papillaris destacan por ser especies
muy acidas y por presentar contenidos elevados de vitamina C (acido ascérbico),
vitamina By (acido fdlico y folatos), compuestos fendlicos, vitamina E (tocoferoles),
y acidos grasos poliinsaturados.

- El lupio (Tamus communis), del que se consumen sus brotes tiernos con hojas,
destacan por ser la especie vegetal mads rica en acido ascérbico y vitamina C total
de todas las estudiadas (59 mg/100 g).

- La lenguaza (hojas de Anchusa azurea) ha presentado el mayor contenido de
vitamina Bg (acido félico y folatos, 917pug/100g), presentando también niveles
elevados de compuestos fendlicos, y la capacidad antioxidante mas alta valorada
por la mayoria de los métodos aplicados.

- Las hojas de achicoria (Cichorium intybus) y de acelga silvestre (Beta maritima)
destacaron por ser las especies con mayor contenido de compuestos fendlicos, y
buena capacidad antioxidante.

- El hinojo (Foeniculum vulgare) contiene niveles interesantes de vitamina C (36
mg/100 g) y de folatos (vitamina By 470 ug/100g)

- La colleja (Silene vulgaris), de la que se consumen sus tallos tiernos con hojas,
presenta elevados niveles de tocoferoles y de vitamina By (acido fdlico y folatos),
asi como niveles medios de vitamina C (23 mg/100 g).

- La coruja (tallos tiernos con hojas de Montia fontana) se caracteriza por su
elevado contenido de compuestos fendlicos y vitamina C (33 mg/100 g).

- Las hojas del diente de ledn (Taraxacum obovatum) contiene altos niveles de

folatos y los contenidos mas bajos del antinutriente dcido oxalico (20 mg/100 g).
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El esparrago de zarza (Humulus lupulus) presenta altos niveles de tocoferoles, y
acidos grasos poliinsaturados, asi como elevados contenidos de vitamina C (42

mg/100 g) y también bajos contenidos de acido oxalico (90 mg/100 g).

2.- En la composiciéon de las especies vegetales consideradas se han evidenciado

correlaciones significativas entre algunos de los pardmetros estudiados:

B.

El acido ascérbico contribuye mayoritariamente al contenido total de vitamina C
en este tipo de muestras, correlacionandose también con el contenido de acido
citrico, e inversamente con el acido oxalico (al utilizarse en su biosintesis) y con los

tocoferoles (al consumirse en su regeneracion).

Los fenoles y flavonoides son los principales responsables de la capacidad

antioxidante de las plantas (valorada por el método del DPPH).

El ensayo de evaluaciéon de la actividad antioxidante del DPPH estd correlacionado
positivamente con el ensayo del poder reductor y con el ensayo de la inhibicién de
la decoloracién del B-caroteno. Podemos afirmar que para valorar la capacidad
antioxidante total de este tipo de matriz, el método del poder reductor, y mas
especialmente el del DPPH, serian los métodos de eleccidn, por correlacionarse
entre siy con la presencia de compuestos bioactivos con actividad antioxidante en
las muestras. El ensayo de la inhibicién de la decoloracién del B-caroteno seria el

ensayo de eleccién, en concreto, para la determinacion de la peroxidacion lipidica.

EFECTO DE LA TEMPORADA Y LOCALIDAD

3.- La humedad presenta variaciones de hasta 12 a 20% en todas las especies estudiadas, a

excepcidon de Silene vulgaris y Silybum marianum, en las que su contenido hidrico es

relativamente constante.
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4.- Respecto a la acidez, el pH se muestra como un parametro relativamente estable para
una misma especie entre temporadas y localidades en la mayoria de las especies
estudiadas, observandose Unicamente diferencias claras (p < 0,05) en el caso de Apium
nodiflorum vy Silene vulgaris. La acidez titulable es un pardmetro altamente influido por la
temporada de recoleccion, de forma andloga al contenido de acidos organicos (acidos

oxalico, malico y citrico), muy dependiente de los procesos metabdlicos de la planta.

5.-La vitamina C es un parametro altamente influido por las variaciones ambientales
(coeficientes de variacion de hasta 59,5%). El perfil de AA y ADHA suele ser constante en la
mayor parte de las especies: en Tamus communis, Silene vulgaris, Montia fontana,
Asparagus acutifolius y Allium ampeloprasum la isoforma mayoritaria es el AA, mientras
que en el caso de las especies pertenecientes a la familia de las compuestas y Foeniculum
vulgare es el ADHA. Beta maritima, Bryonia dioica y Silene vulgaris, en la mayor parte de
los casos, mantienen niveles totales de vitamina C relativamente constantes, a pesar de

que el reparto de las dos formas (AA y ADHA) a menudo es irregular.

C. INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO TERMICO EN Rumex pulcher L., Silene
vulgaris (Moench) Garcke., Asparagus acutifolius L., Bryonia dioica Jacq.,

Humulus lupulus L.y Tamus communis L.

6.- El contenido del antinutriente acido oxalico (AO) disminuyd significativamente (p <
0,05) tras el proceso de coccidn. Las especies que menor contenido de AO presentaron en
crudo, fueron las que mas lo retuvieron durante el cocinado, mientras que las especies
mds ricas en el mismo fueron las que mayores perdidas presentaron, lo cual hace
recomendar el tratamiento térmico previo al consumo de estas especies para disminuir la

presencia de acido oxalico en la dieta.
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7.- El contenido de vitamina C de los vegetales silvestres cocidos se redujo
significativamente (p < 0,05) respecto a su contenido inicial. El esparrago triguero
(Asparagus acutifolius) y el lupio (Tamus communis) presentaron los mayores porcentajes
de retencién aparente (61,9 y 86,7%, respectivamente) manteniendo en torno a
40mg/100g de vitamina C tras el proceso de coccion. La estabilidad del AA tras el

procesado fue, en general, mayor que para el ADHA.

8.- La vitamina By (acido fdlico y folatos) experimentd una disminucidn estadisticamente
significativa (p < 0,05) en su contenido en las muestras cocinadas. Las hojas de Rumex
pulcher y los esparragos trigueros (Asparagus acutifolius) fueron las que mayores
porcentajes de retencion de 4acido fdlico presentaron (69,78% y 47,68 %,
respectivamente), manteniendo este ultimo, elevados niveles de acido fdlico en los brotes

cocidos (mas de 280 pg/100 g).

CONCLUSION FINAL

De entre las especies que se pueden consumir crudas, una raciéon de 100 g de hinojo
(Foeniculum vulgare) puede cubrir el 50 % de las IDR de vitamina C para adultos, y mas del
100 % de las IDR de acido fdlico; la colleja (Silene vulgaris) aporta gran cantidad de acido
félico, duplicando, con una racién de 100 g, las IDR para adultos. Respecto al contenido en
compuestos liposolubles, la acedera (Rumex papillaris) es una buena fuente de acidos
grasos poliinsaturados y tocoferoles totales, mientras que en el caso del a-tocoferol, se
puede seleccionar a la colleja (Silene vulgaris). Respecto a aquellas que requieren un
tratamiento térmico previo a su consumo, el lupio (Tamus communis) y el esparrago
triguero (Asparagus acutifolius), siguen siendo una buena fuente de vitamina C tras el
mismo (100 g cubren mas del 50 % de las IDR para adultos); y en el caso del esparrago

triguero cocido, también se cubre este porcentaje de las IDR de acido fdlico.
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Las plantas silvestres comestibles estudiadas son en muchos casos, muy buenas fuentes de
vitamina C y vitamina By (acido fdlico). Por ello es importante la conservacién de estos
recursos genéticos, bien en su forma silvestre, para el cultivo in situ, o ex situ en bancos de
germoplasma, con el fin de preservar y revalorizar su uso alimentario, como parte de
nuestras tradiciones gastrondmicas y fuente de nutrientes y compuestos bioactivos de

interés en nuestra dieta.
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11.- IMPORTANCE OF WILD PLANTS IN NUTRITION

Since the beginning of human existence, man has obtained nutritional resources either by
hunting, fishing or simply collecting wild plants and mushrooms. During the Paleolithic
period man was a hunter and collector, gathering herbs, roots, fruits, seeds, etc. His diet
was simple but varied and balanced. The first methods of cooking used were very simple
and rudimentary, introducing the food to fire direct action, or heating it over hot stones
placed over the fire. In the mid part of this era, the society had a tribal organization; they
were able to hunt together big animals such as mamouts and rhinoceoreus as well as
fishing. In the higher Paleolithic’s period, they were able to mill grains, living in the open

air, in open caves or other shelters. (Ladizinsky, 1998; Casafias, 2010; Harlan, 1992)

Wild plants have been vital for the survival of civilizations from prehistoric times till the
beginning of agriculture, and it continues being so for some tribes that still exist, as well as
for agricultural societies during periods of poor harvests and food shortage, as these are
easily available, plentiful of easy recollection and in some cases they can be easily
conserved for future use. (Pefia-Chocarro, 2000; Martinez, 2001; Cubero et al.,, 2006;

Tardio et al., 2006).

Studies carried out on pre-agricultural societies show us how man aware of the different
localizations and stationalities and manipulate his environment to make it more

productive, which slowly evolved to what we know as agriculture.

The origins of agriculture took place coinciding with a very important climate change, the
last Ice age, which supposed the “domestication” of vegetable species, in response to the
need to feed a growing population through the manipulation of harvest (approximately
10,000 years ago). We understand “domestication” as the process where by man makes

an intervention in adapting wild vegetable species, which he already consumed to obtain
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these in greater quantities. In the Neolithic period the domestication of crops coincided
with the origins of sedentary lifestyle, initially to complement hunting and recollection,
due to the increase in the number of groups or tribes that populated great part of the
useful land (rich in plants), thus reducing available land which in turn motivated a
sedentary lifestyle. From this moment, man has tried to continue this process of
domestication with the objective of obtaining better and more productive crops; this
manipulative process is what we today know as genetic improvement. (Cubero et al.,

2006; Nuez, 2010).

The exposition of ancestral wild vegetables to farming processes provoke a number of
morphological, physiological and genetically changes so radical that in many cases it is
extremely difficult to recognize the original species (Tardio et al., 2002). The central areas
of domestication were located in the fertile area in the Middle East, in China, and America,
the so named Vavilov centres. (Figure 11.1.). From these original domestication areas,
crops were expanded worldwide following the flows of human migration. In this process

mankind took with him domesticated seeds (Casafias, 2010).

Figure 11.1.- Geographical representation of Vavilov centres. (1) China, (2) Indo-malasia, (3) Indo Afganistan
(Central Asia), (4) Middle East , (5) Mediterranean, (6) Abisinia, (7) México (Central América), (8) Sudamerica
(8a: Peru-Ecuador-Bolivia, 8b: Chile, 8c: Brazil-Paraguay). Vavilov, 1949/1950
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The domestication of a crop generally implies a competitive loss of biodiversity in the non
cultivated areas, changing according to the species concerned (Casafias, 2010). During this
evolution the agricultural variability appears and disappears in response to the changes in
the environment being cultivated, this continuous process of gain and loss in diversity is
inherent to Nature as a response to natural evolution. The problem arises when the gain
and loss process is incremented drastically, some species even disappearing all together
(mainly wild species) as time goes by. Similarly, since domestication of crops in the
Neolithic period, some new species have appeared and new varieties have been
cultivated. The number of species for nutritional purposes used by the hunting/gathering
societies (according to ethnographic data) was more than 1400, although only a few were

suitable for mass production and have an important dietary impact.

Even though during thousands of years of agriculture, man has been able to produce a
high number of different varieties of crops, up to the last century different species and
varieties appeared and disappeared in apparently logical or normal processes, in a process
that accelerates with time and what we call genetically erosion. Each variety that
disappears causes the loss of their genes. (Casafias, 2010; Esquinas, 2010). We can see a
clear example in the arrival of Europeans to the American continent. As a consequence of
the interchange of crops (maybe the most important in history), which allowed the
introduction of potatoes, corn, peppers, tomatoes, beans etc. to the European diet, the
disappearance of parsnip, celery or salsifi was provoked (Nuez y Hernandez Bermejo,

1992; Nuez, 2010).

At present, the problem of the margination or disappearance of species and their different
varieties does not affect only their availability, but also excludes the possibility of their use
for genetical improvement processes in the future along with the loss of an important
agricultural patrimony. One of the most serious consequences derived for the actual
genetical improvement process, which are a part of a very restricted diversity, along with

the actual distribution of seeds in “single crop farming”, fruit of the industrialization of
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agriculture. Therefore the genetical diversity in the fields is decreasing and this contributes
to the increase in genetical vulnerability (NAS, 1972) and consequently the possibility of an
important loss in the production of food. For this reason FAO recommends the
conservation of traditional farming systems, the recovery of minor or marginated species
and the return of diversity that existed in the traditional varieties to the fields. (FAO,

2001).

As “wild varieties” we understand, those material that are made up of certain genetical
integrity, morphologically recognizable (traditionally and etnobotanical known by various
different names depending on the geographical area) and different to the cultivated
version in their adaptation to the type of ground, time shown and matured, high,
nutritional value, usage and other benefits (FAO, 1996; Nuez, 2010) Thanks to these
adaptation characteristics, these varieties have formed homeostatic systems and in some
types these have maintained acceptable levels of production even if face any

environmental aggression such as plagues, disease or climate change. (FAO, 1996).

“Technological improvement” has brought along the disappearance, (since the beginning
of the century to date), of 75% of the diversity in most important genetical crops (FAO,
1998; Esquinas, 2010). Therefore the importance of conserving the “psychopathological
resources” via two widely known strategies: conservation “in situ” and “ex situ”. Has been
recognized Conservation “in situ” promotes the conservation of the ecological systems
and habitats, maintaining and recuperating the wild species of the region; whilst
conservation “ex situ”, consists in the inclusion of seeds in the so called banks of
germoplasm or seeds, which normally are official centres where genetic material
(normally on danger of extinction) is collected and stored, these normally coming from
phytogenetical centres or from farmers. The inconvenience of these centres lies in that
they are normally located within universities or investigation centres, centralized, and to

far away from farmers access. Due to all the above said, it is of interest to combine both
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conservation systems complementing each other, with the support and cooperation of

governments, institutions and private companies. (Cubero et al., 2006; Esquinas, 2010).

Nowadays in most countries there are some wild vegetables that still make up an
important part of nutrition, specially in rural areas. In some countries this recollection
plays an important part, as even though having access to cultivated vegetables, the wild

variety is considered as better and are frequently sold in local markets. (Ertug, 2004).

In the rural areas in Spain and Portugal, as well as in other European countries, is normal
to take advantage of the local natural resources such as plants and fungi which
complement basic agricultural food. Edible plants are valuables elements in each culture
and are therefore a predominant element in the landscape created by mankind during the

last centuries. (Heinrich, 2006).

In Spain, the use of wild plants is more or less local, with the exception of the present
hobby of mushroom recollection and some other vegetables traditionally extended
geographically as in the case of green asparagus (Asparagus acutifolius), campion (Silene
vulgaris) or thistle (Scolymus hispanicus). Some of these species have even been
cultivated; however their consumption dropped due the competency faced with other

more productive varities, and their usage is limited to recollection in the wild.

Indeed in our country as well as in other European countries, along with the uniformed
globalization of customs and values, we can see that there is a strong hold and value in the
identities and local traditions, including local traditional cooking (Pardo de Santayana &
Gbémez Pelldn, 2003). In fact there is an upsurge against the so-called “fast food”, a new
wave has arisen called “slow food” which means rediscovering of the traditional European
products and gastronomy (Pieroni et al., 2005). In this sense, during the last few years
there is an increase in home cooking and the commercialization, on a small scale, of

certain local products elaborated with wild plants, such as jams or liqueurs or even
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preserves made with wild fruits and plants (Pardo de Santayana et al., 2006). As an
example in the Valencia Community the use of certain species has formed part of the
gastronomical patrimony such as the case of the typical dish Polinya de Xuquer (la
Fenolla), that includes fennel (Foeniculum vulgare) among its principal ingredients
(Morales, 2002; Pretel y Obdn, 2009). This species is also used all over Spain. The
traditional use of wild plants, such as the Swiss chard (Beta vulgaris) is widely extended
throughout the peninsula and specially present in the Community of Madrid, this
vegetable being previously cooked and after stir fried accompanied with eggs or ham
(Tardio et al., 2002); similarly this is also the method used for preparing asparagus and

fennel.

At the same time fruit and vegetable companies, that commonly use the major
distribution channels, continuously launch exotic fruits and “new” vegetables, as in the
case of Valerianella locusta, rocket (Eruca vesicaria), wild rocket (Diplotaxis tenuifolia) or
cress (Barbarea verna), the majority of which have very little tradition in our gastronomy,

but are achieving a considerable growth and acceptance by consumers.

Nearly 7.000 different plant species are cultivated worldwide for nutritional or popular
medical use, these originating from wild forms (FAO, 1998; Esquinas, 2010). These
neglected and infrautilized species generally grow in particular regions with determined
climate conditions (as is the case of the Mediterranean region), which could imply an
important means of sustenance for small farmers. Although the use of wild vegetables has
continued falling in line with agricultural development, specially due to new social

economical matters, some wild species are still consumed at present (Tardio, 2010).

Due to this lack of notoriety, their potential value is underestimated and cannot be
commercialized adequately, approaching the verge of genetical erosion and
disappearance. Wild species are very versatile in their handling and consumption, and

have great potential as new sources of unusual colouring and flavours, along with their
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chemical and nutritional values, especially in the bioactive compounds they have, that
justify the need to preserve their traditional use, as an alternative to the variety of
vegetables currently available and also as a source of dietary supplements or as functional
foods. So that these reasoning can be recognized worldwide their investigation has to be
supported, both under the nutritional and phytotherapeutical point of view (Zeghichi et al

2003;. Ansari et al 2005), along with their agroindustrial potential.

The different etnobotanical studies carried out related to edible wild plants in Spain,
Europe and other countries allows us to have better knowledge and understanding of the
importance, both social and nutritional, of wild vegetables traditionally consumed in
Spain. These studies could suppose a projection on the rural productive system on mid-
term basis, opening new areas of development of the natural resources in the area (Tardio

et al, 2002).

At present, there is more and more interest in wild plants in Europe for their potential
benefits for human health, as can be shown by different studies carried out with the

European Commission support (Tumino et al., 2002; Heinrich et al., 2006).

In recent years various authors have carried out different chemical and biochemical
studies with the aim of evaluating the nutritional potential of these wild species that
traditionally formed part of the daily diets of our ancestors and that are still present in our

diets today.

In this sense, different authors have evaluated the nutritional composition of wild edible
vegetables such as Allium schoenoprasum, Apium graveolens, Asparagus acutiofolius, Beta
maritima, Borrago officinalis, Bryonia dioica, Bryonia cretica, Carduus pycnocephalus,
Cichorium intybus, Diplotaxis erucoides, Echium vulgare, Foeniculum vulgare, Glechoma
hederacea, Lepidium sativum, Origanum vulgare, Papaver rhoeas, Petromarula pinnata,

Ranunculus ficaria, Rumex sp., Rumex obtusifolius, Scolymus hispanicus, Silene vulgaris,
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Sinapis incana, Sinapis nigra, Sonchus oleraceus, Tamus communis, Taraxacum spp.,
Thymus mastichina y Urtica dioica (Alarcon, 2006; Barros et al., 2009; Barros et al., 20103;
Conforti et al., 2008; Conforti et al., 2009; Guil et al., 1996a,b; Guil et al., 2003; Hinneburg
et al., 2006; Martins et al., 2011; Mata et al., 2007; Pieroni et al., 2002; Salvatore, 2005;
The local Food-nutraceuticals consortium, 2005; Trichopoulou, 2000; Vasilopouliu, 2011;

Vardavas et al, 20064, b; Zeghichi et al., 2003).

Some of the species have demonstrated being a the potential source of essential fatty
acids such as linolenic acid of wild species from Spain, Portugal and Greece. Others have
concentrated on wild greens as sources of bioactive compounds with or without vitamin
activity, such as ascorbic acid, organic acid, tocopherols, carotenoids, vitamin K, sterols,
phenolics y flavonoids, along with their antioxidant capacity via different methods in vitro.
On the other hand, Trichopoulou (2000) y Zeghichi et al. (2003) described the mineral

contents of different edible wild plants from Crete.

There are some studies relating the nutritional composition of local dishes elaborated with
wild plants, as is the case of different vegetable pies made in Crete (Greece) using Allium
schoenoprasum, Ammi majus, Daucus carota, Foeniculum vulgare, Papaver rhoeas,
Petromarula pinnata, Rumex sp., Sonchus oleraceus, Tordylium apulum, along with other
cultivated vegetables (Trichopoulou, 2000; Vasilopouliu, 2011). These type of studies
provide a more complete vision of the contribution that these wild vegetables can make as

part of our diet.

Nonetheless, different authors have recognized an important lack of scientific knowledge
on the nutritional potential of many edible wild species (Barros et al., 2009; Conforti,
2005; Tripoulou, 2000; Casilopouliu, 2011; Vardavas et al., 2006a,b, among others). The
scientific data on the chemical composition of many edible wild vegetables are relatively
scarce as they only show partial results and in many cases the number of samples used is

limited. We also lack information on the nutritional characteristics of many of the species
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traditionally consumed in Spain, due to the great variety in their habitat, being in many
cases local varities and specific to determinted regions, which can differ to those gathered

and consumed in other countries.

This is the case for species such as: Anchusa azurea, Apium nodiflorum, Chondrilla juncea,
Humulus lupulus, Montia fontana, Rumex papillaris, Rumex pulcher y Silybum marianum,
of which at present there are no studies carried out on their nutritional composition or
chemical characteristics, even though there is an important consumption of these plants in
our countries, as can be seen in the citations reported in several etnobotanical studies

(Tardio et al., 2002; Tardio et al., 2006; Pardo de Santayana et al., 2007).

For all the above said reasons we believe that is necessary to study in depth the potential

of these products in our diet contributing to a sustainable development of our rural

regions in Spain and the conservation of the traditional gastronomy.
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12. OBJECTIVES

Previous studies carried out on the nutrient composition of wild edible vegetables are
scarce. However, these wild vegetables can have great nutritional value and provide
bioactive compounds to our diet, also being a way of diversifying food intake and

maintaining the cultural gastronomical identity in each region.

The present study has been funded by the Ministry of Education & Science (Plan Nacional |
+ D + 1. CGL2006- 09546/B0S), under the title of “Productive and nutritional assessment of
wild edible plants and their traditional use in Spain”, coordinated by Dr. Javier Tardio Pato,
Researcher of Instituto Madrileno de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario vy

Alimentario (IMIDRA).

In the framework of the project objectives, the main objective of this investigation is the
characterization of the contents of bioactive compounds and their potential biological
activity, (antioxidant capacity). of wild vegetables traditionally consumed in Spain, with
the aim of recuperating their traditional use or assessing the possibility of being sources of

functional ingredients for food uses.

Bearing this in mind, the following specific objectives were assessed:

1. Optimization of the analytical methods for chemical characterization of
vegetables, specially for folic acid and folates (pteroil-polyglutamates) analysis in
plants.

2. Characterization of the contents of hydrophilic bioactive compounds in wild
plants subject to this study: vitamin C, vitamin By (folic acid and folates), organic

acids, phenolics and total flavonoids.
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3. Characterization of the contents of lipophilic bioactive compounds in wild plants
subject to this study: fatty acids (essential and non-essential) and vitamin E
(tocopherols).

4, Assessment of the antioxidant capacity of the wild plants under study, via different
in vitro assays.

5. Assessment of the influence of boiling on in the contents of some bioactive
compounds such as vitamin C (AA y ADHA), organic acids and vitamin By (folic

acid and folates) in the studied wild edible plants.
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13. WORK PLAN

1) Selection of samples:

To fulfill the proposed objectives, firstly the wild edible species subject to study were
selected, considering their food uses, availability and adaptation to the proposed
objectives according to the criteria previously studied by the experts ethnobotanists (from
Instituto Madrilefio de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA),

Real Jardin Botanico de Madrid, Universidad Autonoma de Madrid).

As shown in figure 11.1, a total of 20 wild edible vegetable species have been selected.
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Table 11.1.- Wild edible plants selected for the study (Tardio et al., 2002).

Spanish
. . . Way of
Species Family common Edible part .
consumption
name
Apium nodiflorum (L.) Lag. Umbelliferae Berraza Tender shoots Raw
With leaves
Foeniculum vulgare Mill.  Umbelliferae Hinojo Tender shoots Raw and cooked
with leaves
Montia fontana L. Portulacaceae Corujas Tender shoots Raw
with leaves
Silene vulgaris (Moench)  Caryophyllaceae Collejas Tender shoots Raw and cooked
Garcke. with leaves
Anchusa azurea Mill. Boraginaceae Lenguaza Basal leaves Raw
Beta maritima L. Chenopodiaceae Acelga Basal Leaves Cooked
silvetre
Chondrilla juncea L. Asteraceae Ajonjera Basal leaves Raw
Cichorium intybus L. Asteraceae Achicoria Basal leaves Raw and cooked
Papaver rhoeas L. Papaveraceae Amapola Basal leaves Raw
Rumex papillaris Boiss. &  Polygonaceae Acedera Basal leaves Raw
Reut.
Rumex pulcher L. Polygonaceae Romaza Basal leaves Cooked
Sonchus oleraceus L. Asteraceae Lecheras Basal leaves Raw and cooked
Taraxacum obovatum Asteraceae Diente de Basal leaves Raw
(willd) D.C. ledn
Scolymus hispanicus L Asteraceae Cardillo Peeled basal Raw and
leaves cooked
Silybum marianum (L.) Asteraceae Cardo o Peeled basal Raw and
Gaertn. cardinha leaves and cooked
tender shoots
Asparagus acutifolius L. Lilaeaceae Espdrrago Tender shoots Cooked
triguero
Humulus lupulus L. Cannabaceae Espdrrago de Tender shoots with Cooked
zarza small leaves
Tamus communis L. Dioscoreaceae Lupios Tender shoots with  Cooked
small leaves
Bryonia dioica Jacq. Cucurbitaceae Espdrrago de Tender shoots with  Cooked
nuez small leaves
Allium ampeloprasum L. Lilaeaceae Ajo porro Bulb & apical part Cooked

of leaves
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2) Selection of parametres and analytical determinations to be carried out:

Physico-chemical parametres: moisture, pH and titratable acidity.

Hidrophilic bioactive compounds: ascorbic and dehidroascrbic acids (vitamin
C), organic acids, folic acid and folates (vitamin Bg), phenolics and total
flavonoids.

Lipophilic bioactive compounds: fatty acids, tocopherols (vitamin E).

In vitro antioxidant activity

3) Application of methods to the selected plant samples

4) Assessment of the influence of thermal treatment in the contents of some bioactive

compounds

Vitamin C, organic acids and vitamin By (folic acid) contents, in six of the species

studied, selected for their high contents of some of these compounds and for being

normally consumed after cooking treatment.

Asparagus acutifolius L.

Bryonia dioica Jacq.

Humulus lupulus L.

Silene vulgaris (Moench) Garcke
Rumex pulcher L.

Tamus communis L.

Some of these determinations were carried out during a predoctoral stay at Laboratorio

de Quimica e Bioquimica Aplicada, Dpt. Biologia y Biotecnologia (DBB), Centro de

Investigacao de Montanha (CIMO), Escola Superior Agraria de Bragancga, from June 22" to

September 30”‘, under the direction of Dra. Ana M Carvalho, teacher and coordinator of

DBB.
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14. CONCLUSIONS

A. CHARACTERIZATION OF SPECIES

1.- From the edible parts of the plants that have been considered in this study, we can

highlight the following specific characteristics:
- The leaves of Rumex pulcher and especially R. papillaris stand out for their acidity
and high contents of Vitamin C (ascorbic acid), vitamin By (folic acid and folates),

phenolics, vitamin E (tocopherols), and polyunsaturaed fatty acids.

- The tender shoots with leaves of Tamus communis stand out for being the richest

in ascorbic acid and total vitamin C (59 mg/100 g).

- Anchusa azurea leaves) is the vegetable species with major vitamin By content (folic
acid and folates, 917ug/100g), also showing high levels of phenolics and a higher

antioxidant capacity, by the different methods applied.

- The chicory leaves (Cichorium intybus) and the wild chard (Beta maritima) stood out for

being the species with the highest content of phenolics, and also high antioxidant activity.

- The tender fennel shoots and leaves (Foeniculum vulgare) contain interesting
levels of vitamin C (36 mg/100 g) and folates (vitamin By 470ug/100g).

- The campion (Silene vulgaris), of which the tender shoots and leaves are eaten,
shows high levels of tocopherols and vitamin By (folic acid and folates), along with
average levels of vitamin C (23 mg/100 g).

- The tender shoots and leaves of Montia fontana is characterized for its high
content of phenolics and vitamin C.

- The dandelion leaves (Taraxacum obovatum) contain high levels of folates and the

lowest values of oxalic acid (20 mg/100 g).
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- Humulus lupulus shoots showed high levels of tocopherols, and polyunsaturated
fatty acids, as well as high levels of vitamin C (42 mg/100 g) and also low levels of
of oxalic acid (90 mg/100 g).

2.- In the composition of the studied species, we have observed significant correlations

between some of the parameters studied:

- Ascorbic acid contributes primarily to the total vitamin C content in this type of
biological tissues, also correlating with the citric acid content, and negatively with
oxalic acid (being used in its bio-synthesis) and with tocopherols (being consumed
is its regeneration).

- Phenolics and flavonoids contribute significatively to the antioxidant capacity of

the plants (measured by the DPPH methodology).

- DPPH assay for the evaluation of the antioxidant capacity is strongly and positively
correlated with reducing power assay and bleaching inhibition of B-carotene
assay. We can therefore state that in order to measure the total antioxidant
capacity of this type of matrix, the reducing power, and specifically DPPH, should
be selected, by correlating between themselves and with the presence of the
bioactive compounds with antioxidant activity in the samples. The bleaching

inhibition of B-carotene would be selected to determine the lipid peroxidation.
B. EFFECT OF SEASON AND LOCATION

3.- Moisture presented variation of up to 12 to 20% in all of the studied species, with the
exception of Silene vulgaris and Silybum marianum, whose water contents were relatively
constant.

4.- pH is shown as a relatively stable parameter for a given specie between seasons and
locations, the only clear differences observed (p < 0,05) were for the case of tender

shoots of Apium nodiflorum and Silene vulgaris. Titratable acidity was a parameter highly
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influenced by the season of gathering, similarly to the contents of organic acids (oxalic,
malic and citric), very much dependant on the metabolic processes of the plants.

5.- Vitamin C is highly influenced by environmental variations (coefficient of variation up
to 59,5 %). The AA and ADHA profiles are normally constant in most of the species: in
Tamus communis, Silene vulgaris, Montia fontana, Asparagus acutifolius and Allium
ampeloprasum the major isoform is AA, whilst in the case of the species belonging to the
Asteraceae family and Foeniculum vulgare, it is ADHA. Beta maritima, Bryonia dioica and
Silene vulgaris, in most cases, maintain relatively constant total Vitamin C levels, even

though the contents of the individual forms (AA y ADHA) are often irregular.

C. — THERMAL TREATMENT INFLUENCE IN Rumex pulcher L., Silene vulgaris (Moench)
Garcke., Asparagus acutifolius L., Bryonia dioica Jacq., Humulus lupulus L. and Tamus
communis L.

6.- The content in the antinutrient oxalic acid (AO) was significantly reduced (p < 0,05)
after cooking. The species that showed less AO in the raw material, were those that
retained most after cooking. However the species with the highest contents were those
that showed bigger losses. For that reason, prior thermal treatment in high oxalic acid
species is advisable to reduce the presence of oxalic acid in the diet.

7.- Vitamin C contents in cooked wild vegetables were considerably reduced (p < 0,05)
with respect to the original content. Asparagus acutifolius and Tamus communis showed
the highest retention percents (61,9 y 86,7%, respectively) maintaining 40mg/100g of
vitamin C after being cooked. The AA stability after the process was in general higher than
that of ADHA.

8.- Vitamin By (folic acid and folates) underwent a significant reduction (p < 0,05) in the
contents of the cooked samples. The leaves of Rumex pulcher and Asparagus acutifolius
were those that showed higher retention percents of folic acid (69,78% and 47,68 %,
respectively), the latter maintaining high levels of folic acid in the cooked shoots (more

than 280 pg/100 g).
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FINAL CONCLUSION

From the species that can be eaten raw, 100 g of Foeniculum vulgare can provide 50 % of
vitamin C daily requirements for adults, and more than 100 % of folates daily
requirements; Silene vulgaris also provides a high amount of folic acid (100 g can fulfill
double of the daily amount required). Regarding lipophilic compound, Rumex papillaris is a
good source o polyunsaturated fatty acids and tocopherols, while for a-tocopherol, Silene
vulgaris is considered as a good source.

In the case of the species that should be cooked before consumption, Tamus communis
and Asparagus acutifolius are still good sources of vitamin C after cooking (retaining in 100
g an amount equivalent to 50 % of recommended dietary intake), and in the case of
cooked Asparagus acutifolius, also 50 % of folates recommended dietary intake is covered).
In the light of the results obtained, edible wild plants, although subjected to natural
variability, are very interesting resources to be preserved, either as wild plants, in situ
cultivation, or ex situ in germoplasm banks, with the aim of preserving and revalorize their
food use as part of our gastronomic traditions and sources of nutrients and bioactive

compounds to improve the nutritional quality of the diet.
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