UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA
Departamento de Nutricion y Bromatologia 11

Influencia del tratamiento térmico en la fibra alimentaria y
azucares solubles de productos vegetales

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Maria Dolores Rodriguez Sevilla

Directoras

Araceli Redondo Cuenca

Maria José Villanueva Suarez

Madrid 2005

ISBN: 978-84-8466-926-5 © Maria Dolores Rodriguez Sevilla, 1993



DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y BROMATOLOGIA Ii:
BROMATOLOGIA

«INFLUENCIA DELL TRATAMIENTO TERMICO EN LA FIBRA ALIMENTARIA
Y AZUCARES SOLUBLES DE PRODUCTOS YEGETALES»

Tesis Doctoral que presenta
Diia Maria Dolores Rodriguez Sevilla

para optar al grado de Doctor en Farmacia.

DIRECTORAS

Diia. Araceli Redondo Cuenca
Dina. Maria José Villanueva Sudrez

Profesoras Titulares

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

MADRID, 1993



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTQ DE NUTRICION ¥ BROMATOLOGIA )l
Bromatologia

MARIA ESPERANZA TORIJA ISASA, CATEDRATICA
Y DIRECTORA DEL DEPARTAMENTO DE NUTRICION
Y BROMATOLOGIA II: BROMATOLOGIA DE LA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE DE MADRID.

CERTIFICA: Que el presente trabajo titulado «Influencia del
tratamiento térmice en la fibra alimentaria y azicares
solubles de productos vegetales» se ha realizado en este
Departamento bajo la direccion de la Dra, Dina. Araceli
Redondo Cuenca y Dra. Diia. Maria José Villanueva Sudrez
y constituye la memoria que presenta la Licenciada Diia.
Maria Dolores Rodriguez Sevilla para optar al Grado de
Doctor en Farmacia

Y para que conste a los efectos oportunos firmo el presente certificado en Madrid a
veintisiete de septiembre de mil novecientos noventa y tres.




UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENT( DE NUTRICICN ¥ BROMATOLOGIA 1}
Bromatologia

ARACELI REDONDO CUENCA Y MARIA JOSE
VILLANUEVA SUAREZ, PROFESORAS TITULARES
DEL DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y
BROMATOLOGIA II: BROMATOLOGIA DE LA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE DE MADRID.

CERTIFICAN: Que el presente trabajo titulado «Influencia
del tratamiento térmico en la fibra alimentaria y azicares
solubles de productos vegetales» se ha realizado en este
Departamento bajo nuestra direccidn y constituye la memoria
que presenta la Licenciada Diia. Maria Dolores Rodriguez
Sevilla para optar al Grado de Doctor en Farmacia.

Y para que conste a los efectos oportunos firmamos el presente certificado en Madrid
a veintisiete de septiembre de mil novecientos noventa y tres.




Deseo expresar mi agradecimiento:

— A las Dras D* Araceli Redondo Cuenca y D? Maria José Villanueva Sudrez por su
direccién que ha contribuido de forma muy significativa a mi formacion cientifica,
asi como por su colaboracién y ayuda en todo momento.

— A la Dra D* Marfa Esperanza Torija Isasa, Catedratica y Directora del Departamento
de Nutricién y Bromatologia II: Bromatologia, por su interés y valiosos consejos.

— A la Dra D* Maria Dolores Saco Sierra, Profesora Titular de Biologfa Vegetal, por
su colaboracion y asesoramiento en el estudio microscdpico.

— Al Dr. W.J. Klopper, director del CIVO-TNO Food Analysis Institute y al doctor P.
Slump director del General Food Analysis Department del CIVO-TNO, Zeist
(Holanda) por aceptar mi estancia en su departamento. Al Dr. K. D. Bos y a M.G.E.
Wolters por la direccion del trabajo que realicé en dicho centro asi como por su
hospitalidad y consejos.

— A D. Jorge Zapico por su asesoramiento en el estudio estadistico.

— A D. David Blanco y D. Jos¢ Antonio Budia por su colaboracién en la
informatizacidn de esta memoria.

— A D. José Manuel de Prdadena por su colaboracién a lo largo del desarrollo de esta
tesis.

— A todos mis compariieros del departamento que de alguna manera han contribuido al
quehacer diario.

— Al Ministerio de Educacidn y Ciencia por la concesion de una Beca para Formacidn
de Personal Investigador asi como por la Ayuda para estancias breves en el
extranjero.



A mis padres y a Arturo,
a Mercedes y a Juan Angel 111,
a Amadeo y a mi hijo Amadeo.



INDICE

pdgina

I PARTE GENERAL
L. INTRODUCCION. ...t e s 1
2. MATERIALES VEGETALES ESTUDIADOS ..., 4
2.1, ZaANAROTIA Lot e 4
2.1.1. Caracterfsticas morfolégicas de la planta..................oooni. 4
2,12, Variedades ... 5
2130 CUMIVO e .. b
2.1.4. Operaciones postcosecha .........cocoiiiiiiiiiiiiiiiiii 8
2.1.5. Produccion y CONSUMO ...o.iieiiniiteneeiitaree it aieaeeeaennen 9
2.2. Remolacha de mesa .......oiuiiiiiiii e 10
2.2.1. Caracteristicas morfolégicas de Ja planta ....................... 10
2.2.2.Variedades ..o 11
2.2.3. CUltiVO oo e 11
2.2.4. Operaciones postcosecha ........c...oiiiiiiiiiiiiii i 12
2.2.5. Produccion y CONSUMO .........ouiiiiiueniitiniiineiiiaiiannieaen. 13
23 N Lot e 13
2.3.1. Caracteristicas morfoldgicas de la planta ........................... 13
2.3.2.Variedades ... oo 14
2330 CUIVO oo e 14
2.3.4. Operaciones postcosecha ............o.ocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiion, 14
2.3.5. Produccion y CONSUIMO ........ooviiuiuininiiiiiieiaineieieieaienenn. 15
2.4, Aspectos histolégicos de la rafz ... 15
2.4.1, Estructura Primaria ....cooeueerenioniiariaeeeiaeeneeneerearaansansn.. 16
2.4.2. Estructura SeCUNdaria ........ovvveiiiniiiiiic i 22
2.4.3. Estructura de las raices de almacenamiento ........................ 24
2.4.3.1. Zanahoria ...........cooceinl PO 25
2.4.3.2. Remolacha ... 27
2433 NabDO 30
3. Estudio de la pared celular vegetal ...........oooieiiiiiiiiiiii e 32
3.1, CaracteristiCas Zenerales ........o.oiirivrioinieriiie e e et eaiiteanaeanns 32



3.2, ONIOZENIA Lottt e e 32

3.3. Composicién quimica de la pared celular ..o 36
3.3.1. Polisacdridos estucturales ...........ocoveiriiiiiiiiiiiiiiinine, 36
33,01 Celulosa v 36

3.3.1.2. Hemicelulosas ..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicins 39

3.3.1.3. Sustancias PECHICAS ...vvurriiriiriii i eraeainiaaas 40

3.3.2. GliCOPIOteinas ....ovinriin i e 45
3.3.2.1. Glicoproteinas estructurales .............c.oieveiiiniii.n. 45

3.3.2.2. Glicoproteinas enzimaticas ..........cooeveeiiiiriinnennnn.. 47

3.3.3. Otros componentes asociados .........ooovvieiiiiiiiiiiiiiiieeann, 47
3331 LAgnina .o e 47

3.3.3.2. Cutina. Suberina. Ceras .........ccccevriviiiiiiiiiaannan... 48
3.3.3.3.Taninos v 50

3.3.3.4. Sales minerales ..o 50

3.4. Biosintesis de los principales componentes ............oooooeioiil. 50
3.4.1. Biosintesis de los polisacédridos de la pared celular ................ 51
3.4.1.1. Sintesis de precursores. Polimerizacion .................. 51

3.4.1.2. Biosintesis de celulosa ... 56

3.4.1.3. Biosintesis de hemicelulosas .................. s 57

3.4.1.4. Bisintesis de pectinas ............ceeviiiiiiiiiiiiiiiieas, 57

3.4.2. Biosintesis de glicoproteinas ..........coviiiiiiiii i 59

3.4.3. Biosintesis de [Ignina ..........oieiieiiiiiiiiniii e 60

3.5. Estructura de la pared celular ... 60
3.5.1. Pared Primaria .....ocooovvviiiiiniiii e 60
3.5.1.1. Pared primaria de plantas dicotileddneas ................. 62

3.5.1.2. Pared primaria de plantas monocotiledoneas ............ 68

3.5.2. Pared secundania ........ccoooiiiiiiiniii e 70

4. Evolucién del concepto de fibra alimentaria .................ocooienan. O 71
4.1. Investigaciones preliminares ......o.oveviriiiiviieireeieiiiiene et erannens 71
4.2. Estudios epidemioldgicos y primeras definiciones ...l 73
4.3. Nuevas definiciones y discusién sobre los componentes ..................... 74
5. Efectos fisioldgicos de la fibra alimentaria: investigaciones actuales ............... 78

I1



5.1, Aspectos Zenerales . ... 78

5.2. Efectos fisiologicos mas importantes ..........ooooeviviiiiiiiiiiiiinii.. 84
5.2.1. Retardo del vaciamiento gastrico ...........coevrviiniiiniinniiiinnn.. 84

5.2.2. Descenso de la absorcién de nutrientes ...............cooiiiil .. 84

5.2.3. Descenso del colesterol plasmatico ...........ccviiviviiiiiiiinnan.., 85

5.2.4. Aumento del peso de las heces ........ccoooviiiiiiiiiiiii e, 86

6. Métodos analiticos para la determinacién de fibra alimentaria ....................... 89
6.1. Métodos para la determinacién de fibra bruta ................c.on 89

6.2. MEodos detergentes .. ...oiiiii i s 90

6.3. Métodos enzimatico-gravimetriCos .....coooiiniiiiii i 94

6.4. Métodos de fraccionamiento ...........o.oiiiioiiuiiaini i aanaaans 103
6.4.1. Método de Southgate ..... ..o 103

6.4.2. Otros métodos de fraccionamiento .............cooeeiiiiiiiiniain... 104

6.5, MEtodos cromatOgrafiCOs . ..uiuieiitiir it et ie et aans 104
6.5.1. Cromatografia de gas-liquido: GLC ..........cooiiiiiiiinin.. 105

6.5.2. Cromatografia liquida de alta eficacia: HPL.C ...................... 115

7. Influencia de los tratamientos térmicos sobre la fibra alimentaria ................... 118
7.1. Modificaciones CUantitatiVas .........oeeeoinirereerniinrneaaeraaeararaneaannns 119

7.2. Modificaciones cualitativas ........c..oeiiiiiiiieiiniiiii e 124

II PARTE EXPERIMENTAL

1. Disefio eXperimental ... .. ... 128
1.1, Planteamienlo .....oo.reeiniit et e 128

1.2. Preparacion de 1as MUESITAS ......ooovivriiininii e eeaaaans 129

2. MEtodos analitiCOS ... ..oieirii ettt ety et 131
2.1 Humedad ..o e 131

2.2, Fibra alimentaria ........couomiiiiiii e e e 133
2.2.1. MEtodos ZravimeEtriCoS ... veiirvirieaiterieaiveeaanneeaierannans 133

2.2.1.1. Métodos detergentes ........coiiviiiiiiiiiie s 133

2.2.1.2. Método enzimadtico-gravimétrico: método de Asp ...... 134

2.2.2. Métodos cromatOZrafiCos ......ovuiiiivriiiiiii i 138

i



2.2.3. Método espectrofotométrico: determinacidn de sustancias

LS4 Lo O O O 152

2.3, AzUcares SOIUDIES ... 156
2.3.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) .................. 156

2.3.2. Espectrofotometria visible ... 157

2.4, Estudio histoldgico y citoldgico por microscopia ........ccoevevvuirvniiniannn. 161

2.4.1. Preparacidén de las muestras para su observacion directa

Al MICTOSCOPIO t1tiriiiee vttt itt ettt it aar et et ranaereianeines 161

2.4.2. Preparacion de las muestras para inclusién en parafina ........... 161

2.4.3. Microtomia: realizacién y recogida de los cortes .................. 164

2.4.4, Desparafinado, hidratacion y montaje de las preparaciones ...... 165

2.4.5. Tinciones utilizadas ...........cooviiiiiiii 166

3. Estudio de los métodos de andliSiS ..........oiiiiiiiii i 167
3.1. Estudio de los métodos de andlisis de fibra alimentaria ...................... 167
3.1.1. Ensayo de los métodos gravimétricos ........cooevviiiiiiniiiii., 167

3.1.1.1. Ensayo de precision ............cocieviiiiiiiiiiiiiiainns 167

3.1.2. Ensayos de los métodos cromatograficos .........ccovvivvinniinnn.s 169

3.1.2.1. Andlisis de fibra alimentaria por Cromatografia

Liquida de Alta Eficacia (HPLC) ..................ooo. 169
3.1.2.2. Anadlisis de fibra alimentaria por Cromatografia
de Gases (GLC) .o 180
3.1.2.3. Resumen comparativo de los ensayos realizados
a los métodos cromatograficos ............cooiviieiiiinnn.. 185
3.1.3. Métodos espectrofotomeElricos ........ovivvii vt i 186
3.1.3.1. Extraccién de sustancias pécticas ................o.vovne.e. 186

3.1.3.2. Cuantificacidn de sustancias pécticas por el

método del 3,5-dimetilfenol.................coiii s, 186

3.2. Estudio del método de andlisis de azidcares solubles .......................... 191
3.2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).................... 191

3.2.2. Espectrofotometria visible: método del ferricianuro potdsico .... 194

APENAICE dE TRACHIVOS .. ittt it 197

Vv



III RESULTADOS Y DISCUSION

L. RESUIAAOS. .ottt e 199
LT Tablas Lo e 199
L 2 G OO, e e 202
1.3, Estudio estadistico ... 203
2. Discusion de 108 resultados .....oo.iviiiiiiii e 320
2.1. Estudio comparativo de los métodos de andlisis empleados ................. 320

2.1.1. Estudio de los resultados obtenidos para la fibra alimentaria .... 320

2.1.1.1. Métodos detergentes ..........ooeevreiieiniiuiiiiiaaanen. 320

2.1.1.2. Método enzimdtico-gravimétrico de Asp .................. 325

2.1.1.3. Método cromatografico (HPLC) ...........coeeiiiiiiiinn. 332
2.1.1.4. Método espectrofotométrico para sustancias pécticas:

3,5-dimetilfenol ... ..o e 350

2.1.1.5. Estudio de los valores de fibra total ....................... 351

2.1.2. Estudio de los resultados obtenidos para aztcares solubles....... 354

2.1.2.1. Método cromatografico (HPLC) ....................o... 354

2.1.2.2. Método espectrofotométrico: ferricianuro potasico ..... 359

2.1.2.3. Comparacion de los resultados obtenidos para
aziicares solubles por el método de HPLC y por el
método del ferricianuro potdsico ..........cveevviiieannnn. 360

2.2. Comparacion de los resultados obtenidos en las hortalizas frescas

y en las procesadas ... 361
2.2.1. Expresion de los resultados. ... 361
2.2.1.1. Calculo del factor de correccion .............ceceevnenne. 362

2.2.2. Comparacion de los valores de humedad obtenidos en fresco
Y €N ProCesadO ..oeiiinieii i 364
2.2.3. Comparacion de los valores de fibra alimentaria en las muestras

frescas y en las procesadas obtenidos por diferentes métodos ... 365

2.2.3.1. Métodos detergentes ..........ocooeiverieinieernirinninenne, 366
2.2.3.2. Método enzimdtico-gravimétrico de Asp ................ 370
2.2.3.3. Método cromatogrdfico (HPLC) ..., 373



2.2.3.4. Método espectrofotométrico para sustancias pécticas:
3,5-dimetilfenol ...t 376
2.2.3.5. Comparacion de los valores de fibra alimentaria total .. 378
2.2.4. Estudio del contenido en azicares solubles en las hortalizas
frescas y procesadas ........c.oooiiiiiiiiiiiiiiiiiinns RO 383
2.2.4.1. Método cromatografico (HPLC) ...........coooeeveiinnn.ns 383
2.2.4.2. Método espectrofotométrico del ferricianuro
POLASICO vttt ittt e et e e i e e e aiaae e ianaaenns 385

2.2.4.3. Estudio de la distribucion de azicares solubles y

monosacdridos que forman la fibra alimentaria ........... 386

2.3. Discusion de los resulados obtenidos por microscopia optica ............... 387

2301, Generalidades .......oeiiiiiii e 387

2.3.2. Celulosa y hemicelulOosas ........coovivviiveinnioiiiiiiciiiiiiiiiias 388

2.3.3. Sustancias PECHICAS ......vuiuvurne it veateiere et iare e taeannns 389

234, LIBNINA .ot 389

IV CONCLUSIONES L e 402
V BIBLIOGRAFTA . e 407

VI



I PARTE GENERAL



1. INTRODUCCION

La fibra alimentaria ha suscitado, desde hace afios, un interés progresivo dentro de la
comunidad cientifica internacional a raiz de los estudios epidemiolégicos que establecieron
una relacion entre la carencia de este componente en la dieta y la mayor incidencia de ciertas

enfermedades y transtornos fisiolégicos caracteristicos de las sociedades desarrolladas.

No es extrafio, por tanto, que una serie de grupos de investigacion haya centrado su atencion
en esta fraccidén de los alimentos considerada, hasta ese momento, sin ningin valor por el
hecho de no ser digerible. Su esfuerzo se encuentra plasmado en la abundante bibliografia
existente sobre el tema. Dichas investigaciones han ido encaminadas a delimitar la definicién
de fibra alimentaria ("dietary fibre"), desarrollar técnicas analiticas adecuadas, estudiar las
propiedades fisicoquimicas y profundizar en los efectos fisiolégicos. En la actualidad los
proyectos mds aventajados tratan de aislar e identificar cada uno de los polisaciridos
constituyentes de dicha fraccion y el resto de los componentes asociados a ella, asi como

determinar la forma en que se encuentran en las paredes celulares de diferentes tejidos.

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados, guedan aiin sin respuesta muchas cuestiones
relacionadas, por una parte, con la aceptacién undnime de una definicidn y, por otra, con la
analitica de estos compuestos, donde tampoco hay acuerdo, proponiéndose diversas

modificaciones por parte de los cientificos.

El auge de la fibra alimentaria se debe, sin duda, a la trascendencia de sus efectos
fisiolégicos. Se ha indicado que su consumo puede prevenir una serie de enfermedades de
gran importancia, sobre todo en ia civilizacién occidental, como el cdncer de colon, Ia
arteriopatia coronaria y la diabetes. La relacién entre la accidn fisioldgica de la fibra
alimentaria y el descenso de determinadas dolencias tiene un origen puramente
epidemioldgico; es necesario, por tanto, un conocimiento mds profundo sobre su
comportamiento real en el organismo. Actualmente se estdn llevando a cabo estudios de
distinta amplitud para conocer las propiedades fisicoquimicas de la fibra y trabajos

experimentales sobre el comportamiento de sus diferentes componentes en el tracto digestivo



humano. El estado actual del tema es tal que se debe exigir a los cientificos, y cuanto mds

a los profanos, una cierta prudencia a la hora de informar a los consumidores.

Cada dia el término "fibra alimentaria” es mas discutido y, como se ha indicado
anteriormente, no hay acuerdo sobre su definicidn y los componentes que 1a forman. Diversos
estudios han sefialado que la verdadera importancia reside en la pared celular de los vegetales.
No sélo hay que tener en cuenta que los componentes que constituyen la fibra alimentaria
proceden, en su mayoria, de la pared, sino que es de gran trascendencia fisioldgica como se

encuentran en dicha pared.

Como se acaba de indicar la tendencia de las investigaciones actuales se encamina hacia el
conocimiento de la pared celular, ya que se debe entender la fibra alimentaria no como la
suma de una serie de compuestos aislados sino como integrantes de complejas estructuras; de

ahi el interés del estudio de los productos de origen vegetal destinados al consumo humano.

En el presente trabajo se trata de profundizar en el conocimiento de los materiales vegetales
seleccionados para el mismo: zanahoria (Dawcus carota L. var. sativa), remolacha (Beta
vulgaris 1. var. cruenta) y nabo (Brassica napus L. var. sculenta). Se da una vision general
de las caracteristicas morfoldgicas y de cultivo, asf como de las manipulaciones que sufren

dichas hortalizas encaminadas a su comercializacién,

Una vez conocidos el origen y los aspectos generales de los materiales con los que se va a
trabajar en este estudio, se procede a desarrollar los aspectos mas importantes de la la pared
celular: propiedades, ontogenia, composicién quimica y estructura. Después de revisar los
fundamentos principales de la pared, se puede entender mejor el concepto de fibra
alimentaria, su composicidn, incluso los efectos fisioldgicos que se le atribuyen y los
problemas ligados a su determinacidn analitica, ya que los componentes de la fibra proceden

principalmente de la pared celular de los vegetales.

Existe un interés creciente por parte de los consumidores por los problemas relacionados con
su alimentacién como son ¢l conocimiento de la composicion de los alimentos, el efecto que

los distintos constituyentes ejercen en ¢l organismo, asi como los requerimientos necesarios



para conseguir una dieta sana y equilibrada. En este contexto los estudios relativos a la fibra
alimentaria ocupan un lugar relevante. Es mds, la importancia de su consumo ha motivado
a la industria alimentaria para que desarrolle nuevos productos con alfo contenido en fibra,

que a veces procede de supiementos con fibras vegetales.

Si el estudio de la composicién de los alimentos es un tema prioritario, no menos importante
es determinar el contenido pormenorizado que poseen después de ser elaborados o sometidos
a un tratamiento térmico, ya que los procesos pueden modificar determinados compuestos
debido a reacciones con otros elementos, degradaciones, solubilizaciones, etc. Ademads, hoy
en dia existe una tendencia a introducir en los productos alimenticios finalizados el etiquetado

nutritivo de los mismos, en donde cabria incluir el componente fibra alimentaria.

El objetivo planteado en el presente trabajo es el conocimiento de la fibra alimentaria y
azicares solubles de tres hortalizas de gran consumo y las posibles modificaciones que puede

sufrir por €l procesado. Este objetivo general se concreta en los siguientes puntos:

-Estudio de los conocimientos actuales sobre los diversos aspectos de la fibra

alimentaria, teniendo en cuenta la estructura de la que procede, es decir, la pared celular.

- Estudio y comparacidn de las diversas metodologias empleadas para la determinacién
de fibra alimentaria y azicares solubles, con especial hincapié en la puesta a punto de la
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia por estar menos experimentada en este campo y por

las grandes posibilidades que presenta.

-Cuantificacion y caracterizacién de la fibra alimentaria y azicares solubles de tres

hortalizas: zanahoria, remolacha y nabo.

-Estudio de la influencia del tratamiento térmico en la fibra alimentaria y en los
diversos componentes de la misma, asi como de los azicares solubles, de los vegetales

estudiados.



2. MATERIALES VEGETALES ESTUDIADOS

En este apartado se describirdn distintos aspectos referentes a cada uno de los materiales
vegetales objeto de este estudio: zanahoria, remolacha y nabo. Finalmente, dado que la parte
de la planta destinada al consumo, en los tres casos, es la raiz, se hard un breve estudio de

las caracteristicas morfoldgicas e histolégicas de la misma.

A continuacidn se describirdn brevemente algunos de los aspectos mds interesantes de las tres
hortalizas a estudiar, como son las caracteristicas morfoldgicas, variedades, cultivo,

operaciones postcosecha, produccion y consumo (Holdsworth, 1988; Maroto, 1989; Maroto,
1990; Southgate 1992).

2.1. ZANAHORIA

2.1.1. Caracteristicas morfoldgicas de la planta

Su origen se sitia en Asia Menor y su nombre cientifico es Daucus carora L. Pertenece a la

familia Umbeliferae.

Es una planta bianual. Presenta la raiz hipertrofiada, principalmente a base de parénquima
cortical; las hojas con peciolos largos, doble ¢ triplemente pinnado-partidas y dispuestas en
roseta, y el tallo floral que en el segundo afio se desarrolla ampliamente pudiendo alcanzar

una altura de 1,5 m,

Las flores en umbela pueden ser blancas, amarillentas ¢ azuladas y las semillas de pequeifio
tamafio, son de color verde oscuro y con dos caras asimétricas, una plana y otra convexa,

provista en sus extremos de aguijones curvados. Su capacidad germinativa media es de tres

anos.



2.1.2. Variedades

En general, las variedades mds apreciadas son las de raices rojo-anaranjadas, dentro de las

cuales existe una gran variabilidad en funcién de su longitud que puede ser:

- Largas, de longitud superior a los 20-25 cm como: Hicolor, Becoro, Flacoro, Saint

Valery, Scarla.

- Semilargas, con una longitud de 15-20 cm como: Primato, Nantesa, Tip-Top, Forio,

Express, Slendero, Marko, Romosa.

- Semicortas, cuya longitud es de 10-12 cm como: Obrusa de guerande, Foram,

Chantenay.

- Cortas cuya longitud es inferior a los 10 cm como: Roja de Nancy, Early French

Frame, Corta de Guerande.

De este grupo, sin duda alguna, las de mayor aceptacion para el mercado en fresco son las
semilargas, mientras que para la industria se cultivan principalmente variedades de unos 10

cm de longitud y de 1 a 2 cm de didmetro.

En Estados Unidos se prefiere un tipo de zanahoria cénica, puntiaguda y larga, mientras que

en algunos pafses de Europa se tiende hacia variedades cilindricas y semilargas.

La adaptacion varietal a una determinada circunstancia climdtica (meses cdlidos 6 frios) es

asimismo un cardcter importante de cara a la clasificacién de los distintos cultivares,

En los tltimos afios se estdn desarrollando ampliamente los cultivares hibridos. Entre los
muchos existentes pueden citarse las variedades: Spartan, Tuncar, Nandor, Revo, Nanco,
Camillo, Figaro, Montan, Pioneer, Buror, Commander, Rondino, Tiana, Tamino, Nevesta,
Bingo, Caropak, Paramount, Mokum, Lady, Cellobunch, etc., que suelen pertenecer a los

grupos de raices largas y semi-largas.



2.1.3. Cultivo

Las zanahorias se siembran entre los meses de febrero y noviembre aunque, si las

temperaturas de la zona son suaves, puede sembrarse durante todo el afio.

Las distintas variedades de zanahoria tienen un ciclo de cultivo variable, entre 75 y 100 dias.

Su temperatura Optima de crecimiento estd comprendida entre 16 y 18°C. Puede soportar
heladas siempre y cuando no sean de intensidad excesiva. Posee exigencias importantes de

humedad vy, en caso de sufrir sequia, la raiz adquiere un aspecto que deprecia su valor.

En cuanto al suelo conviene que sea profundo, de textura ligera, con la suficiente cantidad
de arena capaz de retener adecuadamente la humedad. Se han estudiado los efectos de la
compactacion del suelo en la produccion de zanahorias comprobando que, al incrementarse
el grado de compactacién las raices producidas son de un peso, longitud y didmetro mads
pequeno; asi los terrenos pedregosos dan lugar a la formacion de raices bifurcadas. Este tipo
de hortaliza no resiste los terrenos dcidos, si bien hay que decir que tampoco son adecuados
los suelos excesivamente alcalinos. Ademds, es considerada generalmente como una hortaliza

sensible a la salinidad.

A continuacion se describen de una forma resumida las técnicas de cultivo mds frecuentes

para obtener cosechas de elevado rendimiento y calidad, asi como los factores ligados a ellas.

Para conseguir un buen desarrollo de la raiz se debe, primeramente, acondicionar el terreno
aplicando aquellas técnicas que consigan airearlo, mullirlo y lo dejen suelto hasta una
adecuada profundidad, que serd mayor en las variedades largas y semilargas. Como norma
general se aplicard una labor en profundidad con vertedera o arado de discos, que dard un
volteo a la tierra enterrando la parte superior junto con los restos de cosechas anteriores,
seguido de varias labores de vibrocultivador o una labor de rotavator que desmenuzard los
posibles terrones que hayan quedado de las labores de profundidad y de esta manera quedardn

las capas superiores del suelo adecuadamente muliidas y preparadas.



Para realizar la siembra, debe procederse previamente al asurcado. La siembra puede
realizarse de distintas formas. Una posibilidad es sembrar en surcos separados, por el
procedimiento denominado "al chorrillo" con maquinas en las que la semilla cae en forma de
chorro después de haber sido dosificada en funcién de la velocidad de trabajo, lo que supone
un gran consumo de semilla y la necesidad de realizar un aclareo grande, o sembrar con
maquinas de precisién que seleccionan una a una las semillas y las deja caer al suelo a la
distancia requerida, lo que supone un consumo menor de semilla y un aclareo posterior
escaso. La distancia a la que deben quedar las plantas entre si depende de la variedad
empleada, la finalidad de las zanahorias, es decir, si se destinan al consumo directo 0 a la

industria, asi como de la fertilidad del suelo.

La fertilizacién se calcula en base a las necesidades de elementos nutritivos que requiere la
cosecha, fundamentalmente nitrégeno, P,Os y K,O en cantidades que dependen de diversos
condicionantes; si se detectase bajo nmivel de boro en el suelo, se hard alguna aplicacion
poniendo especial cuidado de no sobrepasar los niveles dptimos. Esta reposicion de elementos
fertilizantes puede realizarse con aplicaciones de materia orgdnica o sales minerales,
comprobandose la no conveniencia de la aplicacion de estiércol fresco salvo si se aplica en

el cultivo precedente.

En esta hortaliza es de especial importancia el momento de la fertilizacién, especialmente la
aplicacion del nitrégeno debido a la influencia que ejerce en la formacidn de carotenos y
vitaminas, asi como en €l contenido en nitratos de la propia zanahoria, lo que hay que tener

en cuenta sobre todo cuando va a ir destinada a la alimentacidén infantil (Granger y Quinche,
1983).

El aclareo es con frecuencia una operacién obligada, debido a que surge un niimero de plantas

superior a las necesarias y por tanto se impide el desarrollo éptimo de la cosecha.

La escarda es otra labor a realizar para eliminar las malas hierbas que competirian con el
cultivo por los nutrientes y humedad del suelo, asi como por la luz del sol. Es una labor
aconsegjable y se puede realizar por métodos fisicos, o por métodos quimicos con herbicidas

selectivos.



Finalmente, la recoleccién puede realizarse de forma manual 6 mecanizada, dependiendo

sobre todo de que las extensiones sembradas puedan rentabilizar la utilizaciéon de mdquinas.

Los rendimientos de estos cultivos pueden verse afectados por distintos factores:
encharcamientos y sequia, deformaciones y necrosis de las raices, plagas de determinados
insectos y nematodos, asi como algunas enfermedades criptogdmicas, bacterianas y viricas.
Las técnicas de cultivo aquf resumidas son muy similares en las tres hortalizas objeto de este
trabajo, debido a la caracteristica comun de aprovechamiento de sus raices, por lo que no se

incidird nuevamente en su comentario en los siguientes apartados.

2.1.4, Qperaciones postcosecha

Las zanahorias recolectadas, antes de ser destinadas al consumo, deben sufrir una serie de

operaciones o manipulaciones que aseguren su adecuada comercializacion.

Las exigencias comerciales para las zanahorias estdn reguladas por una norma de calidad,
cuyo objetivo es definir las caracteristicas de calidad, envasado y presentacién que deben
reunir estas rafces comestibles después de su acondicionamiento y manipulacién destinadas

al mercado interior (Orden de 2 de julio de 1985, B.O.E. n°®162).

La aplicacién de la norma de calidad a los productos horticolas es un instrumento adecuado
para mejorar su comercializacién, orientar la producciéon de manera que satisfaga las

exigencias de los consumidores y facilitar las relaciones comerciales.

Entre las operaciones que requieren las zanahorias se sefialan, en primer lugar, la limpieza
o lavado que va a eliminar los restos de tierra y materias extrafias que suclen acompaidiar a

estos productos horticolas.

La operacion de seleccion se realiza manualmente y su finalidad es separar todas aquellas
raices que no cumplan las condiciones minimas para su comercializacidén como el grado de

firmeza, la presencia de raices defectuosas (rotas, torcidas, bifurcadas, manchadas), o



aquellas otras afectadas de podredumbre.

Se define el calibrado como la operacidén que determina la separacion del producto segtn los
distintos tamarios y se realiza en funcién del didimetro de seccién maxima perpendicular al eje

o por ¢l peso neto de la raiz sin hojas.

La norma de calidad para las zanahorias establece varias categorias segtn las calidades del
producto: Extra, I y II a las que atribuye una serie de caracteristicas que deben reunir y
admite un margen de tolerancia para los productos no conformes con las exigencias de la

categoria indicada.

Finalmente, ¢! envasado debe asegurar una proteccién conveniente de forma que los
materiales no causen a los productos alteraciones internas o externas. La forma de
presentacion comercial puede ser en envases en boisas de polietileno que se depositan en cajas
o bien sin envasar, en cuyo caso pueden presentarse algunas veces en manojos sin deshojar.
El envase o embalaje debe presentar un etiquetado que incluya en, caracteres claros y bien
visibles, la informacion obligada por 1a norma anteriormente mencionada (denominacion de

producto, origen, identificacion de la empresa, caracteristicas comerciales).

La conservacion en cdmara frigorifica a 0°C y 90-95% de humedad relativa puede permitir

un almacenamiento en buenas condiciones durante dos o tres meses.

2.1.5. Produccion y consumo

En Espana la produccion total de zanahorias asciende a 252.228 Tm, destacando Segovia
(63.120 Tm) y Valladolid (30.186 Tm), dentro de la Comunidad de Castilla-Ledn que es la
de mayor volumen de produccidn (96.152 Tm). Son también importantes las cifras
correspondientes a Cadiz (49.122 Tm) dentro de 1a Comunidad Auténoma de Andalucia, que

presenta una produccidn total de 74.316 Tm (Anuario de estadistica agraria, 1990).

Las cifras destinadas a exportacién son importantes siendo Francia el principal pais



destinatario.

2.2. REMOLACHA DE MESA

2.2.1. Caracteristicas morfolégicas de la planta

Pertenece a la familia Chenopodiaceae y su nombre cientifico es el de Beta vulgaris L,

variedad cruenra Alef.

Es una planta bianual que durante el primer afio de cultivo produce una roseta de hojas de
mdrgenes enteros o sinuosos, de forma oval, con peciolos alargados y limbo liso ¢
abullonado. Paralelamente, en este primer afio, hipertrofia la parte superior de su rafz junto
con elementos caulinares, formando un tubérculo hipocotileo cuya forma puede ser alargada,
redondeada ¢ aplastada, que es de color rojizo o amarillento, segin la proporcién de
betacianina/betaxantina, estando controlado el contenido en betaxantina por un gen recesivo

sencillo.

Si se hace un corte transversal en el tubérculo hipocotileo, se pueden observar una serie de
capas concéntricas, que pueden aiternar el color rojo con capas de coloracién rosa pélido. Si
este contraste de color es muy acusado, se manifiesta lo que se conoce como "zonificacion”
de la remolacha de mesa, caracteristica que deprecia comercialmente a esta hortaliza. Las
capas concéntricas corresponden alternativamente a elementos de tejido vascular y de

parénquima de reserva en el que se acumula el azicar.

En el segundo afio de cultivo, la planta emite el tallo floral que aloja una inflorescencia
compleja, larga y laxa, en la que las flores, son de color verde-amarillento. Como
consecuencia del crecimiento ininterrumpido de los cdlices tras la floracidn, se forman
glomérulos que engloban, cada uno de ellos 2 ¢ 3 semillas reniformes, cuya capacidad

germinativa es de cuatro-seis anos.

Aunque se trata de una planta probablemene originaria de Europa, no fue empleada como
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hortaliza hasta el siglo XVIL.

2,2.2. Variedades

En funcién de la forma de sus raices, comercialmente se distinguen dos grupos:

- Alargadas: Larga Roja Virtudes, Larga de Covent Garden, Cylindra, Crapaudine,
Cheltenham (pueden llegar a tener hasta 30-40 cm de longitud).

- Redondeadas o aplastadas :Roja de Egipto, Roja Globo, Detroit Mejorada, Bikores,
Globe-Rondarka, Dwergina, Boltardy, Redpack, Globe-Faro, Detroit-Precoz, Detroit-Nero,
Detroit Dark Red, Negra de Egipto raza Emir, Monopoly, Aplastada de Egipto. Este segundo
tipo de remolachas de mesa son las mds cultivadas y las mds aceptadas con miras a la

exportacion.

2.2.3. Cultivo

La siembra de la remolacha de mesa se hace desde enero-febrero hasta mediados de otono
en zonas templadas, como es el litoral mediterrdneo espanol, siempre y cuando el régimen
de temperaturas bajas no sea muy intenso. El ciclo de cultivo queda cubierto entre 65 y 90

dfas.

Prefiere climatologias suaves, himedas, aunque es de adaptacion relativamente fdcil . La
temperatura ptima de germinacion es de 25°C, si bien es poco exigente para iniciarla (5-

8°C). Durante los primeros estadios de desarrollo resiste muy poco el frio.
En lo referente a suelos puede indicarse lo mismo que se dijo en el caso de la zanahoria, es

decir, suelos ligeros, profundos, homogéneos y frescos. La remolacha es una planta altamente

resistente a la salinidad.
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En términos generales, las remolachas de mesa redondas se cosechan cuando han adquirido
un didmetro comprendido entre 3 y 6 cm, aunque ésto es variable segiin las variedades, el
destino a que van dirigidas y las exigencias del mercado. En conjunto las remolachas mds

apreciadas son las que pesan entre 100 y 300 gramos.

2.2.4. Operaciones postcosecha

Las remolachas deben ser transportadas lo mds rdpidamente posible a la central hortofruticola

donde se realizardn las operaciones previas a su comercializacion.

Es frecuente que una elevada proporcion de remolacha se comercialice ya procesada,
mejorando con el procesado su aspecto y presentacion asi como su facilidad de utilizacion y
consumo. Para obtener productos de buena calidad es recomendable que las remolachas estén
recién recolectadas y con madurez adecuada, que no presenten sintomas de reblandecimiento
o decoloracion y que sean suficientemente tiernas, es decir, es imprescindible partir de

materia prima adecuada.

Es aconsejable que estos productos horticolas sufran, en la medida de lo posible, las
operaciones post-cosecha que van a mejorar sus caracteristicas, concretamente, aquellas
partidas de remolacha que no sean procesadas y se destinen directamente al consumo, que es

como han sido adquiridas para este estudio.

En las raices comestibles la operacién de limpieza es muy importante, ya que presentan

elevadas cantidades de tierra, barro, etc. adheridos a su superficie.

La seleccion interesa realizarla para eliminar los productos que no satisfagan unas exigencias

de calidad minimas {podredumbres, magulladuras, etc.) para favorecer la comercializacién.

No existen normas oficiales para clasificar las remolachas, pero puede realizarse seguin
criterios aceptados por los operadores de mercado. Ademds se podria recurrir al Decreto

2257/1972, disposicion general que regula la normalizacion de productos agricolas en el
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mercado interior.

La conservacion a 0°C y 90-95% de humedad relativa permite mantener en buenas
condiciones la remolacha de mesa durante uno a tres meses. En el almacenamiento deben
evitarse aglomeraciones de raices, prefiriéndose los embalajes planos que permiten una buena

circulacion de aire.

2.2.5. Produccién_y consumo

La superficie y produccién de este cultivo ha sufrido altibajos desde 1968, pero se observa

cierta tendencia a su mantenimiento.

La produccidn nacional asciende a 20.272 Tm. Dentro de las comunidades autonomas destaca
la produccién de Andalucfa (10.236 Tm), siendo la principal productora Cadiz (5.420 Tm).
También es importante la produccion de la Comunidad Valenciana (4.523 Tm), estando en

cabeza la provincia de Valencia (3.774 Tm) (Anuario de estadistica agraria, 1990).

2.3. NABO

2.3.1. Caracteristicas morfolégicas de la planta

Se cree que el origen de esta especie se localiza en Europa o Asia Central. Pertenece a la

familia Cruciferae y su nombre cientifico es Brassica napus L.

Es una planta bianual, con hojas normalmente hendidas y de mdrgenes festoneados. El tallo
floral es liso y las flores son de color amarillo. La fructificacién es en silicuas y las semillas

son redondeadas de color rojizo oscuro. Su capacidad germinativa media es de cuatro afios.

Su sistema radicular estd engrosado, existiendo dos tipos varietales distintos, unos globulosos

y otros alargados. Su coloracion varfa entre el blanco y el rojo.
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2.3.2. Variedades

-De estructura radicular alargada: Virtudes, Virtudes-Martillo, Fuencarral, Nantais,

Semilargo de Croissy raza Paros, Nantés raza Candia.
-De estructura radicular redondeada: Bola de Nive, Rojo de Mildn, Bola de oro, Just

Right (hibrido) De Nancy, Shogoin, Supertop Bency, Pingpong (hibrido japonés de color muy

blanco).

En la agrupacion varietal debe sefialarse que cada cultivar muestra una determinada

adaptacion a su produccion, en los meses mds cdlidos y en los mds frios.

2.3.3. Cultivo

La siembra se hace normalmente entre julio y octubre, para recolecciones otofales e

invernales, y entre marzo y abril para recolectar en verano. El ciclo de cultivo varfa entre 40
y 100 dias.

Requiere un clima fresco y hiimedo. El calor estival afecta negativamente a este cultivo. Es

una planta exigente en agua. Existen variedades que pueden soportar heladas ligeras.

En cuanto al suelo, este cultivo prefiere terrenos de textura media con una buena retencidn

del agua, siempre que estén bien drenados. Su pH Optimo estd entre 6,5 y 7.

La recoleccion puede realizarse de forma manual o mecdnica, dependiendo de la extension

de cultivo necesaria para rentabilizar la mecanizacion.

2.3.4. Operaciones postcosechg

Los nabos cosechados son transportados a las centrales hortotruticolas en donde se realizardn
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las funciones de recepcidn,clasificacion y embalajes.

No existe una normativa que clasifique las distintas partidas de nabos en lotes homogéneos,
segiin factores de aspecto y presentacién, por lo que estas operaciones se acogerdn a los
criterios del Decreto 2257/1972, de aplicacién a todos los productos agricolas con el fin de

prepararlos adecuadamente para su expedicion a los centros consumidores.

Una vez realizada la recoleccidn las raices se deshojan, se lacan, se trian y se calibran,

pudiéndose comercializar en manojos, cajas ¢ $acos.

El almacenamiento frigorifico a 0°C y una humedad relativa del 90-95% puede permitir una

conservacion adecuada durante cuatro-cinco meses,

2.3.5. Produccién y consumo

La produccidn de esta hortaliza se ha multiplicado en los dltimos afios por 3,5. La produccion
nacional es de 20.272 Tm. Por comunidades auténomas la mds elevada corresponde a
Andalucia (8.016 Tim), en la que destaca Mdlaga (3.380 Tm). Otros productores importantes
son la Comunidad Valenciana (1.557 Tm) y Catalufia (2.951 Tm) cuya principal provincia

productora es Barcelona (1.097 Tm) (Anuario de estadistica agraria, 1990).

2.4, ASPECTOS HISTOLOGICOS DE LA RAIZ

Las hortalizas podrian clasificarse segiin la parte del vegetal que se destine al consumo
humano fundamentalmente en: hojas, tallos, raices y frutos. Dado que los materiales vegetales
objeto de este estudio son raices, a continuacidn se repasan las caracteristicas generales de

estos Grganos comestibles.

La rafz es la parte subterranea de la planta. Su funcidn es, por una parte, la absorcién de

agua y sales minerales, y, por otra, la fijacion de la planta al suelo. La mayorfa de las raices
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también representan una rmportante zona de reserva nutritiva para la planta (Cortés, 1990).

Desde el punto de vista histolégico, el tallo y la raiz de las plantas pueden tener tejidos
primarios y/o secundarios. Los tejidos primarios son aquellos que se forman a partir de los
meristemos primarios (sus células derivan directamente de las embrionarias), mientras que
los tejidos secundarios derivan de los meristemos secundarios; estos lltimos son tejidos
jovenes presentes en ¢l vegetal adulto que recuperan su capacidad de crecimiento cuando la

planta, por causas fisioldgicas o patoldgicas, 1o necesita.

Todos los vegetales presentan crecimiento primario pero no obligatoriamente crecimiento

secundario.

2.4.1. Estructura primaria

En las rafces de crecimiento primario, y en las zonas de las raices relativamente préximas a
las células meristemdticas radicales, se pueden distinguir las siguientes regiones: la cofia, la
epidermis, el cortex & corteza y el cilindro vascular 6 central (Esau, 1977; Raven y col.

1992) (Esau, 1977; Raven y col., 1991} (Figuras n® [ y 2).

- Cofia o caliptra

Estd constituida por células parenquimdticas. Su funcién es proteger al meristemo radical y

también facilitar la penetracidn de la raiz en el suelo durante su crecimiento.

- Epidermis

Estd constituida por células de paredes delgadas y forma alargada, dispuestas de manera muy

compacta.

Generalmente es monoestratificada. Lo mds caracteristico de la epidermis de la raiz es la
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Figura n°1.- Seccidn transversal de una raiz primaria (Raven y col., 1991)

Figura n"2.- Seccidn transversal de una raiz primaria (Esau, 1977).



formacién de pelos radicales. Se suelen situar proximos al dpice, y su funcién fundamental

es incrementar la superficie de absorcion de la raiz.

Generalmente no existe cuticula recubriendo a dicha epidermis, aunque, a veces, las paredes

mds externas, incluyendo las de los pelos radicales, experimentan cutinizacién.

A veces, en las zonas expuestas al aire o en aquellas zonas en las que la epidermis persiste
largo tiempo, las paredes mas externas se engruesan y pueden presentar lignina o sustancias

de color oscuro que, todavia, no se han identificado totalmente.

- Cortex ¢ corteza

El cortex es la zona que se encuentra debajo de la epidermis; suele ser la principal zona de

reserva de la planta.

En general, en la mayorfa de las gimnospermas y dicotileddneas, dicho cdrtex esta formado
principalmente por células parenquimdticas, generalmente de reserva. Se pueden distinguir

dentro del cortex las siguientes zonas:

+Exodermis: En muchas plantas las paredes de las células mds externas del cortex,

situadas en la zona subepidérmica, se suberizan y constituyen la exodermis.

Por sus caracteristicas estructurales y citoquimicas la exodermis se puede considerar un tejido
protector. Las paredes de las células de la exodermis pueden presentar lignina y/o suberina,

pero sus protoplastos son viables. La exodermis puede estar constituida por una o varias capas

de células.

+ Endodermis: La capa mds interna del cértex es la endodermis. Es una capa que se
presenta en todas las plantas vasculares; suele ser uniseriada (constituida por una tnica capa

de células).

En las células de las capas endodérmicas jovenes se observa sobre las paredes anticlinales la
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banda de Caspary. Dicha banda es un engrosamiento de la pared celular constituido por

suberina y, seglin algunos autores, también por lignina (Fahn, 1985).

En la regidn de pared correspondiente a la banda de Caspary no se observan plasmodesmos,
en contraposicion con lo que ocurre en el resto de la pared de estas células donde suelen ser
abundantes. El plasmalema de la célula endodérmica estd intimamente unido a dicha banda
ya que no se separa de ella cuando la célula es sometida a algin tipo de tratamiento

(Peterson, 1987).

Generalmente las paredes de las células con banda de Caspary van sufriendo depdsitos
sucesivos de celulosa y suberina e incluso, en algunos casos, también pueden lignificarse.
Estas modificaciones no se realizan simultineamente en todas las células endodérmicas. En
las primeras fases de diferenciacion celular, la formacién de las bandas de Caspary se inicia
en las zonas proximas al floema y se va extendiendo hasta las cercanfas del xilema. Las
células endodérmicas proximas al xilema pueden tener s6lo banda de Caspary, y se
denominan células de paso porque permiten ¢l paso de sustancias entre el cilindro vascular

y el cdrtex (Fahn, 1985).

- Cilindro vascular.

Ocupa la zona central de la raiz. A veces se le denomina médula. El cilindro vascular estd

constituido por: el periciclo, los tejidos vasculares y el parénquima.

+ Periciclo: Estd constituido por una ¢ varias capas de células parenquimdticas que
se sittian entre la endodermis y los tejidos vasculares. Conserva la capacidad de crecimiento
meristemdtico y origina los primordios de las raices laterales y parte del cambium y del

felogeno en las raices con crecimiento secundario.

+ Tejidos vasculares: En el cuerpo primario de la rafz, la cara interna del periciclo

bordea los cordones de floema y xilema.

El tejido vascular primario es el primero que aparece. Empieza a funcionar cuando la planta
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es joven y luego crece y se desarrolla hasta alcanzar un estado definitivo cuando la planta es

adulta.

El floema estd en forma aislada en la periferia del cilindro vascular. Se dispone en forma de

haces o cordones por dentro del periciclo.

El xilema puede formar un cuerpo central, que presenta en muchas plantas una apariencia
estrellada en cortes transversales o bien disponerse en forma de cordones que alternan con
haces floemdticos, observindose en algunos casos una médula parenquimdtica o

esclerenquimdtica especialmente en muchas monocotiledéneas (Fahn, 1985).

La raiz presenta generalmente un xilema y floema exarco, es decir, que sus primeros
elementos maduran en la parte externa del cilindro vascular. El protoxilema en la raiz estd,
por ello, localizado periféricamente en ¢l cilindro vascular, mientras que el metaxilema, con
sus elementos conductores de mayor calibre, se encuentra en el interior. En el floema la

diferenciacién también es centripeta.

Segtin el nimero de cordones xilemdticos que aparecen dispuestos radialmente se dice que
la raiz es diarca (gj. géneros Nicotiana, Daucus, Beta, ...), triarca (Pisum, Ervum), tetrarca

(Vicia, Phaseolus ..) poliarca ( monocotiledéneas) (Esau, 1977) (Figura n® 3).
Los elementos traqueales del sistema se hallan normalmente comunicados entre si por
anastomosis laterales. En las raices que presentan médula es posible encontrar también

conexiones laterales entre grupos de floema (Cortés, 1990).

En las raices de la mayorfa de las plantas, el floema no tiene fibras (células muy lignificadas

que forman parte del tejido de sostén: esclerénquima).
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Diarca Triarca Terrarca Poliama

Figura n°3.- Disposicion de los cordones de xilema (Esau, 1977).



+ parénquima En cuanto al parénquima, sus células se encuentran asociadas a los
elementos conductores tanto del xilema como del floema. En muchas raices maduras, que no
experimentan crecimiento secundario, tiene lugar una esclerificacion de dicho parénquima
asociado a los tejidos vasculares primarios. Suele recibir el nombre de parénquima medular

por estar situado en la médula de la rafz.

2.4.2. Estructura secundaria

Durante el crecimiento secundario se desarrolla un cambium vascular (que da origen a los
tejidos conductores secundarios de la raiz) y un cambium suberoso o feldgeno (que origina

la peridermis o tejido protector correspondiente).

No todas las plantas presentan este tipo de crecimiento, asi las criptdgamas vasculares y la

mayorfa de las monocotiledéneas no lo tienen.

En la raiz, el cambium vascular se origina normalmente a partir de células del procambium
que permanecen indiferenciadas entre el tloema y el xilema primarios. Seguidamente también
dan fugar a cambium las células del periciclo adyacente a los polos (parte mds periférica del

protoxilema).

Este cambium se anade a las bandas ya existentes y se forma asi un tejido continuo. En este

estado, el cambium no es cilindrico sino lobulado, siguiendo el contorno del xilema primario.

El cambium vascular que tuvo su origen a partir de células del procambium que habian
permanecido indiferenciadas en el limite interno del floema, comienza primero su actividad,
formdndose xilema secundario hacia el interior, hasta que el cambium aparece en forma
circular en seccién trasversal (es desplazado hacia afuera por el xilema secundario formado).
Continda entonces el cambium dividiéndose y produce floema secundario hacia el exterior
de la raiz y mds xilema secundario hacia el interior de la misma, Como resultado los tejidos

conductores secundarios de la raiz se disponen formando cilindros concéntricos (Figura n®4).
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Figura n°4.- Sucesivas etapas del engrosamiento secundario (Fahn, 1985).



La produccion de peridermis tiene lugar después de haber comenzado la produccion de los
tejidos vasculares secundarios. Son las células del periciclo, también, las que mediante activas

divisiones periclinales, producen el felégeno o cambium suberoso de la raiz.

Consiste el mismo en un cilindro de tejido, que funcionando de manera similar al cambium
vascular, origina siber hacia el exterior de la raiz y, felodermis o cértex secundario hacia el
interior de la misma, para originar un conjunto de tejidos que constituyen la peridermis;
asimismo los tejidos que se encuentran exteriormente al siber (endodermis, resto del cortex

y epidermis) terminan desprendiéndose.

- Crecimiento secundario andmalo

En algunos casos el crecimiento secundario no ocurre como se ha descrito. A veces la
diferencia consiste simplemente en que en el xilema y el floema se presenta una gran cantidad
de parénquima, como ocurre en algunas raices de reserva (género Datecus, por ejemplo),

siendo por lo demds el crecimiento secundario normal.

En otros casos se forman varios cambiums adicionales dispuestos concéntricamente por fuera
de! cilindro vascular, a partir del periciclo y el floema (género Bera, por egjemplo). Cada uno
de los meristemos produce una cierta cantidad de floema hacia el exterior y xilema hacia el
interior de la raiz. También se presenta en estos casos gran cantidad de parénquima de

reserva.

2.4.3. Estructura de las raices de almacenamiento

Las raices objeto de este estudio son todas raices de almacenamiento. Es decir, raices que
ademds de la funcion normal de reserva radical, se desarrollan formando drganos gruesos y

carnosos que funcionan principaimente como érganos de alimacenamiento. El origen de estas

estructuras de alimacenamiento puede ser diferente.
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2.4.3.1. Zanahoria

El hipocotilo y la rafz axonomorfa se engruesan, y al desarrollarse la peridermis se desprende
el cértex. Como consecuencia del desarrollo excesivo del parénquima el drgano se hace

carnoso.

La zanahoria es una raiz diarca. En un corte transversal de una raiz joven filiforme se puede
observar 1a estructura tipica con los haces alternantes de xilema y floema. El cilindro central
estd limitado por el periciclo que se encuentra rodeado por una endodermis Sin
engrosamientos lignificados visibles. Esta raiz joven también presenta parénquima cortical y
epidermis pilifera. A medida que la rafz crece se activa el cambium que genera los tejidos
conductores secundarios; estos xilema y floema secundarios se intercalan entre los haces
vasculares primarios. El periciclo aumenta su grosor y comienza a formarse la peridermis.
El origen de este nuevo tejido conlleva la exfoliacion de los tejidos externos, es decir, la
endodermis, el parénquima cortical y la epidermis inicial. Las caracteristicas anatdmicas
generales de la rafz de zanahoria ya desarrollada se pueden observar en la figura n® 5
(Géneves, 1962). Las paredes de las células superficiales estdn ligeramente suberificadas
(capa superficial peridérmica). A continuacidn se encuentra el parénquima de células grandes,
a menudo alargadas tangencialmente. El parénquima y la capa externa son de naturaleza

periciclica.

El floema estd repartido en haces separados entre si por anchos radios de células
parenquimdticas. Todas estas c€lulas estan alineadas proximas al cambium y de forma menos
nitida cuanto mds se aleja del meristemo; estas células constituyen un tejido de naturaleza
secundaria. El cambium comprende numerosas capas de células dispuestas regularmente en
filas radiales. No tiene el mismo espesor en las diferentes filas. Sobre la cara interna produce
tejidos de xilema relativamente poco lignificados y parénquima que se dispone a modo de

radios a continuacidn de los radios parenquimdticos del floema.

Por tanto, los vasos, de pequefio didmetro, estan dispuestos en filas radiales mas 6 menos lar-
gas. Estdn incluidos en un parénquima secundario muy abundante, con paredes celulares finas

celuldsicas. Los tejidos lignificados son, pues, relativamente reducidos en la zanahoria joven.
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Figura n° 5.- Estructura de la rafz de la zanahoria {Géneves, 1962)



Las células parenquimdticas (Figura n® 5) tienen paredes finas celuldsicas. Contienen
amiloplastos, inclusiones lipidicas y cromoplastos donde se sittian los carotenos responsables

del color naranja tipico de la raiz de zanahoria.

2.4.3.2. Remolacha

En la remolacha el hipocotilo y la raiz se hacen carnosos como resultado de un crecimiento
secundario en grosor andmalo, tipico de Chenopodiceae. Al activarse diferentes tejidos
cambiales, se van formando capas de tejido secundario y parénquima donde se van
repartiendo los tejidos conductores. El aziicar, en esta remolacha, es sustancia de reserva en

las células del parénquima secundario.

En un corte transversal de una raiz de remolacha joven todavia poco tuberizada se pueden

observar los siguientes tejidos:

En el cilindro central se sitian dos pequenos haces vasculares primarios con diferenciacion
centripeta, rodeados completamente por células de parénquima celuldsicas e incluso
lignificadas. El cambium responsable de la formacion de los tejidos conductores secundarios
se sitia alrededor de estos haces vasculares primarios, como en ¢l resto de las raices de

plantas dicotileddneas.

A continuacidn se puede observar una corona de xilema secundario con vasos de gran
didmetro, asociados a células parenquimdticas dispuestas en forma radial. El cambium
muestra algunas capas de células dispuestas en filas radiales. A continuacion, hacia el

exterior, se ha formado el floema secundario igualmente dispuesto en circulo concéntrico.

Cuando la rafz es joven no posee otros tejidos conductores a ese nivel; una zona periciclica
la rodea. Al desarrollarse, el crecimiento secundario anomalo determina la formacion de un

nuevo cambium, mientras que €l primero funcionaba todavia.

Este nuevo cambium forma nuevos haces vasculares de xilema y floema también en
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disposicién concéntrica, pero que, a diferencia de los precedentes, se encuentran aislados los
unos de los otros (Esau, 1982) (Figura n® 6). Este cambium también ha producido radios
parenquimdticos interfasciculares. Cada uno de los nuevos haces comprende un haz de xilema
centrifugo, sobre la cara interna y un haz de floema sobre la zona cambial. Es importante
sefialar el pequefio nlimero de vasos con pared lignificada y la gran abundancia de parénquima

celuldsico que forma el haz vascular.

El cambium nuevo, constituido en la regién media del periciclo, ha dejado en el interior
algunas capas de células periciclicas. Estas han proliferado al mismo tiempo que funcionaba
el nuevo cambium, y han originado unas capas de parénquima que separan los nuevos haces
vasculares de los precedentes. La parte periférica del periciclo se ha dividido igualmente y
se ha hecho mis gruesa. De esta forma se han originado circulos concéntricos sobre los
cuales se disponen haces conductores, derivados del funcionamiento del cambium

supernumerario. Las zonas meristemdticas cambiales son tanto mds numerosas cuanto mds

tuberizada esta la raiz.

Por otra parte, durante este crecimiento secundario de la rafz de remolacha, en la zona
externa de los haces vasculares periféricos (en la corteza de la raiz) se activa el cambium
suberoso o felogeno. Al dividirse las células de este meristemo originan la peridermis,
constituida por la felodermis que separa al feldgeno del parénquima periciclico, y por varias
capas de células suberificadas en filas radiales que forman el corcho o stber el cual limita

exteriormente el drgano.

A veces, a partir de las células felodérmicas, se puede recuperar la actividad meristemdtica;
el comportamiento es similar al de los cambiums supernumerarios precedentes y se pueden

formar nuevos haces vasculares que quedarian separados por radios parenquimdticos.
En consecuencia, la raiz de remolacha posee parénquimas abundantes ricos en resevas

glucidicas, representadas esencialmente por sacarosa en solucién en el jugo vacuolar. Las

vacuolas de la remolacha roja contienen ademds pigmentos antocidnicos.
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2.4.3.3. Nabo

Al igual que la zanahoria y la remolacha también es una raiz en la que la parte carnosa estd

especializada como drgano de almacenamiento.

En la familia Brassicaceae, el crecimiento secundario andmalo que determina el cardcter de
almacenamiento de la rafz consiste en la aparicién de un cambium anémalo: en el cilindro
central el parénquima medular situado entre los vasos de xilema se incrementa.
Posteriormente, en el crecimiento secundario, ademds de los meristemos normales, en este
parénquima también aparece otro cambium que origina tejido vascular y nuevas células

parenquimdticas (Figura n% 7).

Un cardcter comiin a las tres raices objeto de estudio es la presencia de gran cantidad de
parénquima de reserva intercalado con tejidos vasculares. Esta asociacién entre los tejidos
conductores y de almacenamiento deriva de las distintas formas de desarrollo andmalo del

crecimiento secundario (Esau, 1982).
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3. ESTUDIO DE LA PARED CELULAR VEGETAL

La quimica fundamental de la fibra alimentaria reside en la estructura de la pared celular
(Carpita, 1990). Esta pared es una capa gruesa y consistente que rodea a la membrana
plasmatica de las células vegetales. Fue la primera estructura celular detectada segiin Carpita

(1990) y, a pesar del tiempo transcurrido, atin hoy dia no se conoce con exactitud.

La pared celular estd constituida mayoritariamente por polisacdridos y proteinas, intimamente
asociados y entrelazados formando un complejo entramado reticular responsable de las

propiedades morfoldgicas y mecdnicas de la célula vegetal.

3.1. CARACTERISTICAS GENERALES

La pared celular es una de las particularidades que diferencia a los organismos vegetales de

los animales. Sus caracteristicas generales se pueden resumir de la siguiente forma:

-Presenta una estructura muy organizada que confiere rigidez y fuerza, considerdndose

como el exoesqueleto que proporciona el sostén mecdnico que el vegetal necesita.

-Ejerce una funcion protectora frente al medio ambiente (desecacidn, agentes

extranos...), actuando como una barrera.

-Afsla y al mismo tiempo comunica unas células con otras mediante los plasmodesmos
que permiten el paso de determinadas sustancias sin ejercer un control activo sobre este

transporte.

-El desarrollo de la pared estd intima y reciprocamente relacionado con el de la célula
vegetal. Sus componentes se sintetizan en el interior celular y la pared se va secretando desde
el hialoplasma hacia el exterior. Los procesos de crecimiento y diferenciacion celulares son,

en elevada proporcion, consecuencia de la sintesis y organizacion de la pared celular.



Hoy dia se pueden distinguir en la pared tres partes, desde el exterior hacia el interior:

- Limina media.
- Pared primaria.

- Pared secundaria.

En la figuras n® 8 y 9 se reproducen diferentes representaciones de la disposicién de las

distintas partes de la pared celular.

3.2. ONTOGENIA.

La pared celular se forma en la etapa final del proceso de divisidn celular, durante la divisién
del citoplasma. Los trabajos llevados a cabo por microscopia electronica indican que las
vesiculas del aparato de Golgi, formadas por los dictiosomas y dirigidas por los microtibulos,
se funden en la zona ecuatorial de la célula en divisién constituyendo la placa celular, que es
el primer tabique de separacion que se forma entre las dos células hijas. Esta placa no es
continua, estd atravesada por canales de reticulo endopldsmico que en la pared celular
desarrollada constituirdn los plasmodesmos, estructuras que permiten la comunicacion entre
las células adyacentes. El contenido de las vesiculas de Golgi, principalmente pectinas,
origina la ldmina media y sus membranas constituyen la nueva membrana celular o
plasmalema. El proceso contintia hasta que la ldmina media nueva se introduce en las paredes
celulares existentes en la célula madre y llega a establecer contacto con la ldmina media que
ya existia alrededor de Ia célula madre. Entre la ldmina media y el plasmalema cada célula
forma de inmediato su pared primaria. E! esquema de las diferentes fases de este proceso de

formacion de la pared celular se representa en la figura n° 10.

Una vez formada la ldmina media empiezan a depositarse a ambos lados de la misma
hemicelulosas y también algo de celulosa, segregadas por las dos células hijas contigiias que
estdn separadas por aquella, formdndose la pared celular primaria. Esta pared es extensible
y puede adaptarse al aumento de tamano de la célula en crecimiento. Cuando la célula ha

dejado de crecer pueden empezar a depositarse sobre la pared primaria, hacia el interior de

e
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Figura n°8.- Estructura de la pared celular (Barceld y col., 1992).
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Figura n"9 - Esquema de la pared de la célula vegetal (Esau. 1972).
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la célula, fibras de celulosa que van cambiando su orientacién hasta constituir un verdadero
entramado que forma la pared secundaria, responsable directa de la rigidez de la pared

celular,

3.3. COMPOSICION QUIMICA DE LA PARED CELULAR

Los componentes de la pared celular se pueden clasificar en tres grupos:

Polisacaridos estructurales:

- ¢celutosa

- hemicelulosas

- sustancias pécticas
Glicoproteinas:

- estructurales

- enzimdticas

Otros componentes:

lignina

cutina

suberina

- ceras

taninoes

sales minerales

3.3.1. Polisaciridos estructurales

3.3.1.1. Celulosa

Es el polisacarido estructural mds abundante de los vegetales, localizdndose en la pared
primaria y sobre todo en la secundaria, LEstd formada por cadenas lineales de D-glucosa

unidas por entaces B-1,4. El grado de polimerizacién de la celulosa oscila entre 8.000 y
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14.000 unidades (Barceld y col., 1992), lo que supone una longitud de cadena de 40.000 A
a 60.000 A y un peso molecular superior a 1.000.000. La variacidn en el grado de
polimerizacidn, asi como en la complejidad y estabilidad de la estructura, dependen de la fase

de desarrollo de las paredes primaria y secundaria.

Los grupos hidroxilo de las unidades de glucosa favorecen la formacidn de numerosos puentes
de hidrégeno, intra e intermoleculares, que estabilizan la estructura. Asi, las cadenas de
celulosa se disponen de forma paralela, asocidndose intermolecularmente mediante puentes
de hidrégeno, establecidos entre el hidrégeno del grupo -OH del C; y los puentes de oxigeno
de las moléculas de glucosa adyacentes, y entre los grupos -OH del Cq y los oxigenos
glicosidicos de las cadenas adyacentes (Figura n® 11). Las cadenas de celulosa, debido a su
configuracion molecular, tienden a agregarse, y, en funcion del niimero de cadenas que se

asocien, se denominan de la siguiente manera:

- Fibrilla elemental o micela: formada por treinta y dos cadenas de celulosa. Mide
entre 3,5 y 7.5 nm de espesor y tiene una longitud de varios pum. No puede ser observada
al microscopio dptico. En las fibrillas elementales las moléculas de celulosa estdn orientadas
longitudinalmente, formando un agregado cristalino tfuertemente ordenado, en el que todas
las moléculas presentan la misma polaridad, esto es, tienen su extremo reductor orientado

hacia el mismo extremo de la microfibrilla.

- Microfibrilla: estd formada por veinte fibrillas elementales. Es discernible al
microscopio electronico. En este estado se encuentra la celulosa en la pared primaria.

- Macrofibrilla o fibrilla; formada por doscientas cincuenta microfibrillas y visible al
microscopio dptico.

- Fibra: formada por, aproximddamente, mil quinientas fibrillas. Constituye la

estructura macromolecular de la pared celular.

La disposicion de estos componentes puede apreciarse en la tigura n® 12. La celulosa se
presenta en la pared celular vegetal en forma de agregados fibrilares cristalinos que confieren

a la pared la mayor parte de su resistencia, si bien a lo largo de su estructura existen también
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regiones no cristalinas. La susceptibilidad de la celulosa a la hidrdlisis, tanto dcida como
enzimatica, parece estar relacionada con la extension de regiones no cristalinas con bajo grado

de ordenamiento ( Southgate, 1969; Cummings, 1981).

3.3.1.2. Hemicelulosas

Se agrupan bajo esta denominacién polisacdridos de estructura compleja y diferente

composicién quimica, que por hidrélisis generan pentosas, hexosas y dcidos urénicos.

Aunqgue su clasificacién es difictl, el criterio mds generalizado se basa en el residuo

monomérico predominante, De esta manera se hablaria de xilanos, arabinoxilanos,

glucoarabinoxilanos, glucuronoxilanos, galactomananos, glucomananos, galactoglucomananos,

xiloglucanos ... (Theander, 1981). Si se atiende a las propiedades quimicas, entonces, se

tendrian: hemicelulosas A que precipitan con dcido acético y hemicelulosas B que precipitan

con etanol (Southgate, 1969). En general se puede decir que son solubles en dlcali pero no

cn agua.

Todas las hemicelulosas poseen dos caracteristicas estructurales comunes:

-Son polimeros que presentan una cadena principal plana de aztcares, unidos casi
siempre mediante enlaces B-1,4 de la que pueden salir un niimero variable de ramificaciones
laterales cortas (Southgate, 1969; Barcelé y col., 1992); respecto al grado de ramificacion hay

diferencias segtn los distintos autores (Theander, 1981; Barceld y col., 1992).

-Poseen alguna caracteristica que les impide formar agregados cristalinos y, por tanto,
su estructura es menos rigida que la de la celulosa. Pueden cristalizar con las cadenas de
celulosa formando puentes de hidrégeno entre los grupos -CH,OH de las cadenas de celulosa

y los oxigenos glicosidicos de las hemicelulosas.

Entre la diversidad de polimeros hemiceluldsicos existentes, se pueden considerar como mds

abundantes xiloglucanos y xilano:
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- Xiloglucanos: poseen una cadena principal de residuos de glucosa unidos por enlace
B-1,4, a la que se unen por cadenas laterales cortas cadenas de residuos de xilosa (w-D-
xilopiranosa) unidos por el carbono 6 de glucosa de la cadena principal; estas cadenas
laterales pueden agrandarse con restos de B-D-galactopiranosa, L-arabinofuranosa 6 B-L-

fucopiranosil-(1,2)-3-D-galactopiranosa (Figura n®13).

- Xilano: la cadena principal estd constituida por unidades de xilosa unidas mediante
enlaces B-1,4, y pueden presentar cadenas laterales de residuos de arabinosa unidas al C; de
algunas unidades de xilosa; asi como también de dcido galacturénico y 4-O-metil-glucurénico

unidos al C, de xilosa (Figura n® 14),

La distribucidn de las hemicelulosas estd relacionada con la taxonomia, pero ningiin grupo
parece exclusivo de un determinado tipo de plantas. Los xiloglucanos, que constituyen un
conmponente mayoritario de la pared primaria de las dicotiledoneas (hasta el 20% del peso
seco total), representan hasta el 5% en la pared primaria de las gramineas; en €stas hasta el
20% de los carbohidratos de la pared son xilanos siendo un componente mds escaso (no mds
del 5%) en la pared de las dicotiledéneas. Se ha observado la presencia de B-glucanos no
celuldsicos en paredes celulares de monocotileddneas tales como avena, maiz, trigo y cebada

con enlaces del tipo B-1—=4 y B-1-3. (Fry, 1989; Hayashi, 1989)

3.3.1.3. Sustancias pécticas

Son el componente mayoritario de la lamina media donde actian como elemento de unidn
entre las células y también se presentan en la pared primaria. Son polisacdridos ricos en dcido
galacturénico y, segin Carpita, (1990) se pueden distinguir las siguientes estructuras:

- Homogalacturonano.

- Ramnogalacturonano 1.

- Ramnogalacturonano 11,

El homogalacturonang es una estructura no ramificada, que estd formado por unidades de

dcido galacturénico con enlaces o-1,4.
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Los ramnogalacturonanos tipo I son polimeros constituidos por uniones «-1,4 entre residuos

de dcido galacturdnico, intercalados con residuos de ramnosa unidos por enlaces «-1,2
(Figura n“15). Aproximddamente la mitad de las moléculas de ramnosa estdn unidas a
cadenas laterales formadas por: arabinosa (arabinanos), galactosa (galactanos) y
arabinogalactosa (arabinogalactanos). Los arabinanos estdn més o menos ramificados segin
la fuente vegetal de la que procedan, y los galactanos son relativamente poco frecuentes. Las
cadenas de arabinogalactano pueden ser de dos tipos en funcidén de la mayor o menor
ramificacién y se denominan arabinogalactano tipo I y arabinogalactano tipo II (Barceld,
1985; Carpita, 1990) (Figura n®16). Existen estudios que demuestran que los polimeros
aislados (galactanos, arabinanos) son productos de degradacién de polisacdridos pécticos mds

complejos.

En cuanto al ramnogalacturonano tipo Il parece que es un polimero mds complejo que el de
tipo 1, cuya estructura no ha sido claramente delimitada y cuyo papel fisiolégico no se conoce
bien todavia (Carpita, 1990). Los trabajos encaminados a su caracterizacién han identificado
una amplia variedad de residuos terminales como dcido galacturénico, galactosa, arabinosa,
azdcares metilados, y ramnosa, asi como también diversos sustituyentes de la cadena, tales
como dcido glucurdnico, apiosa, ramnosa, galactosa y fucosa. La gran cantidad de residuos

glicosidicos encontrados sugiere una molécula altamente ramificada.

Otros autores (Barceld y col., 1992; Melford y Prakash, 1986) consideran a los galactanos,
arabinogalactanos y arabinanos como polisacdridos pécticos y no como productos procedentes

de la hidrélisis de polisacdridos mds complejos.

Los grupos carboxilos de los dcidos urdnicos pueden estar parcial o totalmente esterificados

por grupos metilos. Segun el grado de metilacion se establece la siguiente clasificacidn:

- pectinas; sustancias pécticas altamente metiladas
- 4cidos pectinicos: sustancias pécticas parcialmente metiladas
~ dcidos pécticos: sustancias pécticas exentas de grupos metilicos
Los actdos pectinicos y pécticos, dado su cdracter de dcido débil, tienen posibilidad de formar

sales con 1ones como calcio y magnesio que se denominardn:
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Figura n°15.- Estructura de ramnogalacuronano (Barceld y col., 1985)
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Figura n°16.- Estructura de arabinogalactanos (Barcelo y col., 1985)



- pectinatos : sales dcidas o neutras de los dcidos pectinicos
- pectatos: sales dcidas o neutras de dcidos pécticos que constituirdn el componente

predominante en la ldmina media o sustancia cementante.

Estos compuestos pueden unirse a través de las moléculas de aziicares a otros constituyentes

tales como celulosa, hemicelulosas y proteinas, formando la protopectina insoluble (Theander,
1981).

Las sustancias pécticas pueden ser extraidas de las paredes celulares, sélo parcialmente, con
agua caliente, dcidos minerales diluidos y calientes o soluciones de agentes quelantes (EDTA,
oxalato amdnico, hexafostato sodico) en caliente. La accion disolvente del agente quelante
dependerd, en parte, de su capacidad para complejar el calcio unido a las sustancias pécticas

de la pared.

Mediante diferentes procesos bioquimicos, condicionados por la fisiologia de la planta, los
monomeros de la cefulosa se transforman en dcidos urénicos originando compuestos pécticos.
La pared asi constituida tiene mayor cantidad de pectinas que en condiciones normales; como

consecuencia esta pared pierde rigidez y se licia o gelifica.

El proceso de gelificacion o liquefacion de la pared celular puede originar la formacion de:

gomas y mucilagos.

Gomas. Se forman como consecuencia de procesos tisioldgicos o patoldgicos vegetales
que desencadenan la gelificacién de las paredes celulares. Se extraen a partir de los exudados
de las plantas que proceden de las incisiones practicadas en las mismas, y ademds presentan
una localizacién interna en el vegetal como compuestos de reserva destinados a ser

consumidos por Ja planta.

Son polisacaridos que se pueden clasificar segtin la unidad monomérica mds frecuente:

galactano, glucuronomanano, galactomanano, xilano, xiloglucano (Southgate, 1969).

Presentan la propiedad conuin de ser sustancias con cardcter hidrofilico, que dan soluciones
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viscosas cuando se tratan con agua caliente 6 fria.

Mucilagos. Son polisacdridos formados en el metabolismo normal de la planta. Entre
los mds conocidos estdn los de semillas y los de las células externas de vegetales acudticos.
Las cadenas estdn formadas por galactomananos, glucomananos, arabinoxilanos, xiloarabinano

y galacturonoramnanos. Son solubles en agua (Southgate, 1969).

Polisaciiridos alginices. Son polisacdridos obtenidos a partir de algas marinas que

forman parte de la estructura rigida de sus paredes.

3.3.2. Glicoproteinas

Una proporcidn variable del peso de la pared, de hasta mds del 10% del total, es debida a
proteinas. Casi invariablemente las proteinas se encuentran unidas covalentemente a
carbohidratos, bien a moléculas de monosacaridos (arabinosa y galactosa frecuentemente) o
de oligosacdridos y adn de polisacdridos, por lo que se denominan apropiadamente

glicoproteinas de la pared (Figura n” 17). Se pueden dividir en estructurales y enzimadticas.

3.3.2.1. Glicoproteinas estructurales

Algunas de las glicoproteinas de la pared no tienen asociada actividad enzimdtica, por lo que
se clasifican como proteinas estructurales. L.a mayor parte de estas proteinas estructurales
caracterizadas presentan un elevado contenido de uno o dos aminodcidos, que representan mds
del 40% del total de aminodcidos de la molécula; se conocen proteinas de este tipo ricas en

hidroxiprolina, prolina, treonina, histidina, triptéfano y glicina, entre otros.

De estas proteinas, las mads estudiadas y mejor caracterizadas son las protefnas ricas en
hidroxiprolina, denominadas extensinas, llamadas de este modo por creerse inicialmente que
estaban implicadas directamente en el proceso de alargamiento celular. Son abundantes en las

paredes primarias de las dicotiledéneas donde llegan a representar hasta el 10% de su peso
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seco, no tanto en las paredes de las monocotiledéneas, y se cree que estan ausentes en la
mayor parte de las paredes secundarias. Unidas a los grupos -OH de serina e hidroxiprolina
se encuentran numerosas cadenas laterales de hasta cuatro monosacéridos de arabinosa y, en

menor cantidad, moléculas de galactosa.

De este modo las moléculas de extensina forman un entramado tridimensional intercalado

entre los polisacdridos de la pared y unido covalentemente a algunos de ellos.

3.3.2.2. Glicoproteinas enzim:ticas

En las paredes celulares se han detectado también glicoproteinas enzimiticas, en su mayor
parte hidrolasas (glucanasas, galactosidasas, etc.) y peroxidasas capaces de actuar sobre los

componentes de la pared (Guardiola y Garefa, 1990).

3.3.3. Otros_componentes asociados

3.3.3.1. Lignina

La lignina sélo se deposita en determinados tipos de céiulas, en las cuales constituye, junto
con las protefnas, la fraccién mayoritaria de los componentes no polisacdridos de la pared
celular. Su formacion sélo se inicia una vez finalizada la pared secundaria, comienza en la
ldmina media y se infiltra en la matriz provocando su expansion por todas las capas de la

pared (Lewis y Yamamoto, 1990).

La lignina se puede definir como polimero de alto peso molecular, que se forma por
deshidrogenacién enzimdtica y posterior polimerizacion de los alcoholes aromdticos,
principalmente, coniferol, cumarol y sinapinol. Es un compuesto que carece de estructura
nica ya que su sintesis se lleva a cabo sin control enzimitico de la polimerizacion que tiene

lugar al deshidrogenarse los alcoholes fendlicos (Lewis y Yamamoto, 1990) (Figura n® 18).
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El proceso de lignificacidn tiene dos funciones: cementa y sujeta las microfibrillas de celulosa
y otros polisacdridos de la matriz y, debido a que los complejos lignina-polisacdridos son
fuertes, el conjunto ofrece una gran resistencia, dureza e impermeabilidad (es hidréfoba),

previniendo la degradacién bioquimica y los dafos fisicos.

Debido al elevado tamafio molecular de la lignina, la gran estabilidad de su estructura y su
unién covalente con los polisacdridos (hemicelulosas y celulosa), la lignina confiere a la pared
una gran rigidez, que impide el crecimiento celular. Ademds, la lignina, al ocupar el espacio
entre Jos polisaciridos que antes era agua, disminuye la hidratacién de la pared asf como su
permeabilidad al agua y los solutos. Por esta razén, una célula con elevado grado de

lignificacion sera un célula muerta ya que se encontrard practicamente aislada.

3.3.3.2. Cutina. Suberina. Ceras

Los tres son compuestos de naturaleza lipidica, que cuando se presentan en la célula originan

modificaciones de la pared celular: cutinizacién y suberificacién, fundamentalmente.

Cutina. Las paredes cutinizadas se suelen presentar en las células externas de los
Organos aéreos vegetales. La cutina estd constituida por polimeros de hidroxidcidos de 16-18
atomos de carbono {Figura n® 19). Tiene cardcter bipolar, que le permite disponerse entre

la estructura polisacarida tipica de la pared. El depdsito se inicia en la lamina media.

Suberina. La suberina se suele presentar en tejidos o células especializadas como el
stiber, las cubiertas seminales y la banda de Caspary de la endodermis de la raiz (Guardiola
y Garcfa, 1990). Su composicién quimica es similar a la de la cutina, pero la suberina
contiene mayor ntiimero de dcidos dicarboxilicos y de fenoles (Figura n® 19). Se deposita en
el lado interno de la pared celular hacia fa pared primaria, pudiendo llegar incluso a

enmascarar a la celulosa.

Ceras. Son mezclas de alcoholes, dcidos grasos y ésteres de dcidos grasos. Se suelen

presentar junto a cutina y suberina en las paredes cutinizadas y suberificadas.
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3.3.3.3. Taninos

Son componentes minoritarios de la pared pero que influyen en sus propiedades y

funcionalidad.

En algunas ocasiones se han determinado junto con la lignina obteniéndose valores andmalos
de la misma. Pueden ser hidrolizables, liberando como productos de hidrélisis glucosa y
dcidos fendlicos, como el dcido gélico, y no hidrolizables, formados por flavanos
(Theander, 1981). Se pueden extraer del vegetal mediante soluciones alcalinas y soluciones

detergentes.

3.3.3.4. Sales minerales

Del resto de los compuestos asociados a las paredes celulares es importante citar la silice y
otras sales minerales como carbonato cdlcico, carbonato de magnesio y oxalato cdlcico.

Cuando se presentan de forma andmala en la pared celular, producen su mineralizacién.

3.4. BIOSINTESIS DE LOS PRINCIPALES COMPONENTES

Las paredes celulares carecen de capacidad biosintética y los elementos monoméricos de sus
componentes se sintetizan en el citoplasma. La polimerizacion de estos monémeros puede
realizarse tanto en el citoplasma como en la misma pared, segin el componente de que se
trate (Andersen y Beardall, 1991).

La sintesis de polisacdridos y proteinas de la pared asi como de sus monodmeros
(monosacdridos y aminodcidos) son procesos citoplasmdticos asociados a los sistemas
membranosos de 1a célula: membrana de reticulo endoplasmadtico y/o aparato de Golgi para

todos los componentes, excepto para celulosa y calosa cuya sintesis estd asociada a la

membrana plasmatica.



La formacion de lignina tiene lugar en la pared por Ja polimerizacion in sifu de precursores
secretados asimismo en vesiculas derivadas del aparato de Golgi. También la cutina y la
suberina se polimerizan in situ en la pared, y la sintesis de sus componentes monomericos

tiene lugar en el interior celular.

En este apartado se exponen los aspectos mds importantes de la sintesis de los polisacaridos,

proteinas y lignina de la pared celular (Gahan, 1984; Brett y Hillman, 1985).

3.4.1. Biosintesis de los polisacdridos de 1a pared celular

3.4.1.1. Sintesis de precursores. Polimerizacion

Los azicares-nucledtidos son los donadores de los carbohidratos en la formacion de

polisacdridos de la pared celular.

Se puede dividir el proceso de formacion de un azicar-nucledtido en dos etapas: la primera
congiste en la obtencidn del polisacdrido fosforilado (ej. glucosa-1-fosfato). Puede sintetizarse
mediante la fosforilacion del monosacdrido con la intervencién de ATP, una quinasa y una
mutasa (Figura n® 20) y también a partir del almidén por una reaccidn catalizada por una

fosforilasa.

Las reacciones de la segunda etapa, catalizadas por diferentes pirofosforilasas, permiten la
adicion del azicar al nucledtido para obtener un monosacdrido con enlaces de alta energfa,
que permitirdn Ia incorporacion posterior de otros monosacdridos en el correspondiente

proceso de polimerizacion.

El uridin difosfato de glucosa es el donador de azicar en la mayoria de las reacciones de

transglicosilacion, en la biosintesis de los componentes de la pared celular (Figura n® 21).
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Figura n°20.- Fosforilacién del monosacdrido (Barceld y col., 1992).
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y Roland. 1992).



Otros nucledtidos de aziicar tienen una estructura similar, sustituyendo la base nitrogenada
por una de las bases puricas o pirimidicas (adenina, guanina, citosina, etc.), o 1a molécula

de aziicar por el monosacdrido correspondiente (Guardiola y Garcia, 1990).

Entre todos los nucledtidos de aziicar posibles, solamente los derivados del uracilo y de la
guanina son donadores de azicar en la sintesis de polisacaridos estructurales. En el cuadro

n® I se observan los principales donadores en el caso de las hemicelulosas.

También son posibles las interconversiones de unos azicares-nucleétidos en otros, lo que serd
de gran importancia para la biosintesis de los polimeros no celulésicos de la pared celular.
Las enzimas catalizadores de estos procesos son: deshidrogenasas, decarboxilasas y

epimerasas.

La polimerizacién de estos compuestos en los polisacaridos estructurales de la pared tiene
lugar por la accién de sintetasas, enzimas asociadas a las membranas del reticulo
endopldsmico, del aparato de Golgi y en algunos casos del propio plasmalema. Los
polisacdridos asi sintetizados se acumulan en el interior de sdculos o vesiculas y son

secretados al exterior mediante un proceso de exocitosis.

Durante el transporte, los polisacdridos pueden ser modificados por la accion de enzimas
especificas. Estas modificaciones de las moléculas incluyen procesos como son la
esterificacién, la formacion de ésteres metilicos y etilicos, la eterificacién, la adicién de

compuestos fendlicos, etc.

La secrecidn final a Ja pared implica la fusion de las vesiculas de Golgi con el plasmalema,
y mediante exocitosis se vierte el contenido hacia la pared celular. A continuacion se produce
la ordenacién de las moléculas en la estructura de la pared, proceso poco conocido en sus
detalles. Después de la secrecidn, los polisacdridos son modificados por las enzimas de la
pared, lo que involucra probablemente la unién covalente de algunas moléculas. En la figura
n® 22 se muestra un resumen simplificado de los procesos de sintesis y secrecion de los

polisacdridos estructurales.
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Cuadro n° 1. Resumen de la biosintesis de hemicelnlosas.

Nucledtido donador de aziicar

Producto formado

UDP 6 TDP-dcido galacturénico

Acido poligalacturénico

[S-Adenosilinetionina)

UDP-arabinosa, UDP-xilosa

[Esteres metilicos de poliurénidos]

Arabano, xilano

UDP-xilosa, UDP-dcido glucurénico

UDP-galactosa

Glucuronoxilano

Galactano

GDP-manosa

Manano

UDP-xilosa, UDP-glucosa

Xiloglucano

GDP-manosa, GDP-glucosa

Glucomanano

UDP-apiosa, UDP-dcido galacturénico

Apiogalacturonano

UDP-glucosa

Glucano con enlace mixto

Glucano 3-1,3




El control del proceso estd ejercido por la secrecion de macromoléculas desde el interior al
exterior de la célula (Barceld y col., 1992). Este proceso estd condicionado por la sintesis de

las macromoléculas que puede estar controlada por:

-La sintetasa correspondiente (cantidad y actividad de la misma).

-Transporte de precursores hacia el sistema endomembranoso, proceso que debe
implicar la presencia de transportadores especificos, ya que aunque las sintetasas se
encuentren dentro del limen del sistema membranoso no son funcionales hasta que se ponen

en contacto con sus sustratos especificos.

-La incorporacion de estos polisacdridos a la pared celular depende de su transporte

empaquetados en vesiculas y de la fusion de estas vesiculas con el plasmalema.

-La tasa de fusién parece ser otro factor regulador de la formacién de 1a pared celular,
ya que el nimero de vesiculas aptas para la fusion excede al mimero de las que realmente se

fusionan.

3.4.1.2. Biosintesis de celulosa

Se asocia al plasmalema en lugar de a las membranas del aparato de Golgi.

Atn no se conoce con exactitud como se sintetiza. La mayor dificultad para ello reside en la
incapacidad para obtener un sistema in vitro a partir del cual se produzca celulosa
identificable y en cantidad apreciable. Actia como precursor UDP-Glucosa y hay un
requerimiento absoluto de Ca’* y Mg®*, y celobiosa que, probablemente, actia como aceptor

de restos de glucosa, inicidndose asi la formacion de la cadena de celulosa.

La enzima sintetasa de celulosa, que no ha sido aislada todavia, polimeriza UDPG citosdlico,
secretando directamente la molécula formada al exterior de la célula en la superficie interna

de la pared. Se ha observado la existencia de agregados macromoleculares asociados a un
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extremo de las microfibrillas, que se interpretan como complejos enzimdticos integrados en
la membrana. Cada uno de estos complejos sintetiza simultdneamente todas las cadenas de
celulosa que forman la microfibrilla, teniendo lugar la ordenacién cristalina de las moléculas

después de la sintesis, probablemente a corta distancia del complejo enzimatico.

La ordenacién paralela de las fibrillas de celulosa estd relacionada con la orientacién de los
microtibulos en el citosol (Figura n® 23). Aunque se han propuesto algunos esquemas para
explicar esta relacion, el mecanismo que regula la orientacion de las microfibrillas de celulosa

no se conoce con precision (Emons y col., 1992).

3.4.1.3. Biosintesis de hemicelulosas

Como ya se vid anteriormente en su estructura se incluyen xilosa, arabinosa, galactosa,

manosa, glucosa y dcido glucurénico.

Una vez formados los precursores y, teniendo en cuenta la posibilidad de las interconexiones
de unos azicares-nucledtidos con otros, éstos pueden ceder el azicar a un aceptor, de igual
forma que sucede en la sintesis de celulosa. Asi, se han estudiado sistemas celulares de
vegetales superiores capaces de transferir xilosa desde UDP-D-xilosa a un xilano B-1,4, o
manosa desde UDP-D-manosa a un manano B-1,4 etc. Un sistema enzimdtico es capaz
también de transferir el grupo metilo a partir de S-adenosilimetionina a las subunidades de

dcido glucurénico que forman parte de hemicelulosas.

3.4.1.4. Biosintesis de pectinas

A partir de Phaseolus aureus se ha obtenido un sistema capaz de formar cadenas de o-1,4-

dcido galacturénico utilizando como donador UDP-D-icido galacturdnico.

En un sistema obtenido a partir de tomate, la incorporacién de dcido galacturdnico tiene lugar

a partir de TDP-D-4cido galacturdnico.
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En remolacha se ha visto que esta planta contiene incluso un sistema enzimdtico capaz de

convertir TDP-glucosa en TDP-D-dcido galacturdnico.

L.a metilacidn de los grupos carboxilo tiene lugar después de que se ha formado la cadena de
4cido poligalacturénico; parece ser que el donador de los grupos metilo es el compuesto

S-adenosil-L-metionina.

3.4.2. Biosintesis de glicoproteinas

Las proteinas de la pared se sintetizan en el reticulo endopldsmico rugoso, siendo secretadas
al exterior por el mismo procedimiento que los carbohidratos, en vesiculas del aparato de

Golgi. Previamente a su secrecién las moléculas de proteina se acumulan en las vesiculas.

Sufren varias modificaciones después de la sintesis de las cadenas peptidicas y antes de su
secrecién a la pared. Entre estas transformaciones hay que destacar la formacién de
hidroxiprolina en las cadenas de extensina. En el cddigo genético existe un coddn para la
prolina pero no para la hidroxiprolina que se tiene que formar por reacciones de post-

traduccidn,

La unidn de las cadenas laterales de mono- y oligosacdridos a las moléculas de proteina tiene
lugar también antes de su secrecién a la pared. El mecanismo no es bien conocido pero
involucra probablemente la transferencia desde nucledtidos de azicar por la accién de
transferasas especificas. La glicoproteina en forma soluble es secretada en vesiculas hacia la
pared celular. Su insolubilizacién y unidn fuerte a la pared parece ser debida a la formacién
de enlaces o puentes de isoditirosina, proceso catalizado por una peroxidasa. El esquema de

la biosintesis de extensina puede observarse en la figura n® 24.
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3.4.3. Biosintesis de lignina

El primer paso parece ser la formacion de los aminodcidos aromadticos fenilalanina y tirosina,
que pueden convertirse en diversos derivados del dcido cindmico; estos por reduccion dan
lugar a los alcoholes cumarilico, coniferilico y sinapilico a partir de los cuales se forma
lignina. Las ligninas se forman ya en la pared por reacciones de polimerizacion espontinea
(no catalizadas enzimdticamente) de los alcoholes cindmicos (Figura n® 25). Este cardcter
espontdneo determina que la lignina no sea un compuesto 1inico y homogéneo sino un grupo

de sustancias de ciertas propiedades comunes.

Para la lignina, la sintesis de los precursores que tiene lugar en asociacién con membranas
del reticulo endoplasmdtico parece estar regulada por los niveles de algunas enzimas ¢omo
fenilalanina-amonio-liasa (PAL). La polimerizacion ocurre en la pared celular y parece estar
regulada por las enzimas implicadas, una peroxidasa y/o ascorbato liasa (Lewis y Yamamoto,
1990; Barceld y col., 1992).

3.5. ESTRUCTURA DE LA PARED CELULAR
La forma en que se unen los diferentes componentes de la pared celular es, en gran parte,
desconocida. Esto es debido principalmente a la poca informacion que existe sobre sus

estructuras.

A continuacién se describird la organizacion de la pared primaria y de la pared secundaria.

3.5.1. Pared primaria
En la pared celular primaria las hemiceluiosas y las sustancias pécticas presentan una

disposicion amorfa mientras que los haces que constituyen la celulosa son los que actian

como verdadero componente estructural.,
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Los polimeros estructurales de Ja pared estdn interconectados entre si mediante diferentes
tipos de enlaces que pueden ser covalentes o no covalentes. Entre los enlaces de tipo
covalente s¢ encuentra el enlace glicosidico (ej. xiloglucano-pectina) y como enlaces no
covalentes aparecen el enlace por puente de hidrdgeno (gj. xilolucano-celulosa) y los enlaces

i6nicos (ej. enlaces entre polisacdridos pécticos) (Melford y Prakash, 1986).

Sobre la base de estas observaciones se han expuesto varios modelos estructurales de pared
celular que serdn diferentes segun procedan de plantas dicotiledéneas o monocotileddneas.

Cualquier modelo de pared celular primaria debe permitir explicar las siguientes propiedades:

- gran resistencia para soportar fuerte oposicion
- facilidad para crecer sin resistencia

- comportamiento en el tratamiento quimico ¢ enzimatico

3.5.1.1. Pared primaria de plantas dicotileddéneas

Aunque ninguno de los modelos estructurales propuestos hasta la fecha justifican plenamente
la disposicién estructural de los distintos componentes de la pared celular de las
dicotileddneas, se describirdn aquellos que estdn basados en un mayor niimero de evidencias
experimentales y gozan de la mayor aceptacion entre los cientificos, si bien hay que tener en
cuenta que los modelos propuestos se basan en el estudio de un nimero limitado de tejidos

vegetales y se deben considerar s6lo modelos tedricos.

* Modelo de Albersheim y colaboradores

Fue propuesto por el equipo de Albersheim (Keegstra y col., 1973; Albersheim, 1975;
Albersheim, 1978).

Se basa en la idea de que todos los componentes de la pared celular pueden interaccionar
entre si por medio de enlaces covalentes y su unién a través del xiloglucano mediante puentes

de hidrégeno con las fibrillas de celulosa. Para explicar este modelo se han propuesto los
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esquemas de las figuras n® 26 y 27.

En ellos puede apreciarse que las fibrillas de celulosa, agregadas lateralmente mediante
puentes de hidrégeno, estdn cubiertas completamente por una capa de xiloglucano de una
molécula de espesor. l.a unién entre ambos polisacdridos se hace mediante puentes de
hidrégeno. En el extremo opuesto estas moléculas de xiloglucano se unen a arabinogalactanos.
Los extremos reductores de arabinogalactanos se unen a las cadenas de ramnogalacturonanos

por enlace glicosidico.

Los residuos de proteina de esta pared enlazan con los polisacdridos mediante restos de
hidroxiprolina, se unen glicosidicamente a tetraarabindsidos y dan lugar a los protoglicanos

y glicoproteinas.

Por tltimo, unidas covalentemente al ramnogalacturonano, se encuentran las cadenas de

arabinogalactanos conectadas a restos de serina de la proteina de la pared.

Aunque hay evidencia del enlace de hidrégeno entre los xiloglucanos y las fibrillas de
celulosa, hay poco apoyo experimental que justifique los enlaces covalentes entre xiloglucano
y cadenas laterales neutras de pectina. Sin embargo, la observacion de que la extraccidn
catalizada con poligalacturonasa facilita la separacién de una pequenia cantidad de xiloglucano
de las paredes celulares, sugiere que hay algin grado de interaccién (probablemente no

covalente) entre la fraccion pécetica y el xiloglucano.

La glicoproteina, rica en hidroxiprolina, es un componente de las paredes celulares primarias
pero, a pesar de ello, Albersheim (1978) ha propuesto un modelo reformado en el que
excluyen dicha proteina sobre la base de que no se ha demostrado experimentalmente que
estuviera unida de forma covalente a los polisacdridos de la pared celular. Desde entonces
otras fuentes han subrayédo, igualmente, la ausencia de enlace covalente entre los

polisacéridos y la proteina de la pared.
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* Modelo de Lamport

Este modelo se basa en la existencia en la pared de una estructura entramada que consta de
dos polimeros: microfibrillas de celulosa penetrando en la malla de una red de extensina,
“suspendidas” en un gel hidrofilico de pectina-hemicelulosa. Los esqueletos de celulosa y
extensina, atn sin estar covalentemente unidos, estdn entrelazados por la formacion de lazos
cerrados de extensina alrededor de las microfibrillas. Esta hipdtesis permite que la pared
celular sea rigida y al mismo tiempo capaz de extenderse de manera controlada, implicando
al xiloglucano en el control de este crecimiento. El xiloglucano unido por puentes de
hidrégeno a la celulosa actuaria como un cerrojo que se abre durante su giro, permitiendo que
las microfibrillas de celulosa se deslicen a través de la malla de extensina haciendo posible

el crecimiento en extensién (Melford y Prakash, 1986) (Figura n® 28).

* Otros modelos

-Modelo de Monro.
Este modelo se basa en los estudios hechos sobre paredes celulares de lupino. Coincide con
el modelo de Albersheim en la consideracidn de microfibrillas de celulosa interconectadas por

una matriz de polisacdridos.

Este modelo dibujado por Monro en 1976 estd recogido por Melford y Prakash en 1986
(Figura n® 29). El esquema se explica de la siguiente forma: la mitad de la figura representa
el entramado extensina-hemicelulosa y 1a otra mitad representa por separado el entramado de
sustancias pécticas que se cree no incluye la glicoproteina de la pared, la extensina. Asi, las
microfibrillas de celulosa estdn enlazadas entre si por dos reticulos de polimeros separados.
El primero estd compuesto por glico-proteina de la pared y polisacdrido (probablemente

hemicelulosas), y el segundo estd compuesto por los polimeros pécticos.

-Modelo de Melford y Prakash.
Todos los esquemas propuestos tratan de explicar la unioén de unos polisacdridos a otros pero
faltaria explicar con claridad si todas esas uniones dan lugar a varias capas y como se

disponen éstas.
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Cuadro n° I1.

Contenidoe relative de los distintos tipos de polimeros presentes en

paredes celulares de monocotiledoneas y dicotiledoneas.

Componentes

Monocotiledoneas

% pared celular

Dicotiledoneas

% pared celular

Hemicelulosa 65 24
Xiloglucano + +4++
Glucuronoarabinoxilano +++ +
B-D-glucano mixto ++ ?

Celulosa 15 23

Pectina 10 34
Acido (1-4) a-D-Galacturdnico + + 4+ -+
Ramnogalacturonano I + ++
Ramnogalacturonano II ? +
Arabinano, galactano, AGP -+ + +

Proteina 10 19
Extensina + ++
AGP ++ ++




Dadas las limitaciones que presentan los modelos anteriores, Melford y Prakash (1986)
proponen otra forma de representar tridimensionalmente la disposicién de los polisacdridos

de la pared cuyo esquema se recoge en la figura n® 30.

En este modelo, en la parte mds externa de la pared celular se depositan varias capas de
pectina que forman un entramado reticular externo que constituye la ldmina media. Las
cadenas pécticas que forman dichas capas estdn interconectadas por enlaces covalentes y
puentes de calcio, y presentan algunas moléculas de glucosa y xilosa unidas covalentemente.
No se proponen uniones covalentes entre las sustancias pécticas y ningun otro componente
de la pared celular, si bien algunas regiones de estos polimeros estin fuertemente unidas a
xiloglucanos por enlaces de hidrogeno. Bajo las capas de la ldmina media se sitian varias
capas de fibras de celulosa unidas al xiloglucano mediante enlace no covalente. La unidn
entre xiloglucanos asociados a la celulosa estd facilitada por la glicoproteina rica en

hidroxiprolina, a través de uniones no covalentes que incluye puentes de isoditirosina.

3.5.1.2. Pared primaria de plantas monocotiledéneas

Las paredes celulares primarias de monocotiledoneas, del tipo de las gramineas, presentan
una naturaleza diferente a las paredes de dicotileddneas, por lo que ninguno de los modelos

estructurales anteriormente mencionados es vélido para este tipo de plantas.

En el cuadro n® II se compara el contenido relativo de los diversos polimeros presentes en

dichas paredes primarias (Carpita, 1990).

En monocotileddneas, el tipo de polisacdrido mds abundante son las hemicelulosas, con una
proporcidn entre el 50 y el 70%, siendo el glucuronoxilano el polimero mayoritario, mientras
que la proporcién de hemicelulosas en dicotileddneas es infertor y la fraccién predominante
es el xiloglucano. Al contrario que en las dicotileddneas, la celulosa es menos abundante en
los tejidos de monocotileddneas; asimismo las sustancias pécticas se encuentran en menor
proporcién en las monocotiledéneas, aproximadamente un 10% frente a un 34% en las

dicotileddneas. Por iltimo, la proteina es mds abundante en dicotiledoneas (Carpita, 1990).
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Figura 29.- Modelo estructural de pared primaria
segin Monro (Melford y Prakash, 1986)
A: entramado de extensina-hemicelulosa.
B: entramado de sustancias pécticas.
M: microfibrillas.
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Figura n°30.- Modelo estructural de pared primaria
segun Melford v Prakash (1986)



3.5.2, Pared secundaria

El material fibrilar de la pared secundaria estd orientado de forma mds regular que en la
pared primaria y el dngulo de orientacién de este material cambia durante la formacién, lo

que permite distinguir, segin algunos autores (Barceld y col., 1992) varias capas:

-Capa S,: es la capa externa o mds préxima a la pared primaria, en donde las espirales

de celulosa forman un angulo amplio con el gje celular.

-Capa S,: es la capa intermedia y la de mayor tamafio de la pared secundaria.

-Capa S,: es la capa interna, que estd en contacto con el protoplasto. En esta capa la

inclinacidn de las microfibrillas es menor,

Aparte de la celulosa hay otros polisacdridos como hemicelulosas aungue son relativamente
menos abundantes que en la pared celular primaria. Otras sustancias, principalmente lignina,

pueden depositarse en esta pared secundaria.

La formacién de la pared secundaria estd acompafnada a menudo por una modificacién en la
composicion de la pared primaria y la ldmina media (modificaciones secundarias en [a
composicién). Normalmente la modificacion es debida a la impregnacion con suberina
(suberificacién) o con lignina (lignificacién). De forma caracteristica la lignificacion se inicia
en la ldmina media progresando gradualmente hacia la pared primaria y, finalmente hacia la

secundaria.

Las paredes exteriores, asi como las células que bordean los espacios intercelulares en
algunos organos (¢j. la cavidad subestomdtica de las hojas), acumulan cutina. Esta sustancia
puede impregnar las paredes (cutinizacion) y atin depositarse en superficie (cuticularizacién).

La cuticularizacién no impide el crecimiento de la pared.

70



4. EVOLUCION DEL CONCEPTO DE FIBRA ALIMENTARIA

El término "fibra alimentaria" corresponde a un grupo de compuestos de diferente estructura
quimica y no siempre bien identificados. En el momento actual todavia no hay acuerdo sobre

cudles son estos compuestos y, menos atin, sobre su actividad fisioldgica.

Hellendoorn (1981) se refirié a la fibra alimentaria como "una abstraccién". Quizd fue
demasiado lejos pero realmente pensar en la fibra alimentaria como un concepto es mas
adecuado que considerarla una sustancia. De hecho abarca una serie de conceptos cada uno
de los cuales tiene su propia validez y sus propias limitaciones. El término fibra alimentaria

es simplemente una expresion abreviada que cubre una amplia variedad de conceptos.

El desarrollo de este término pasa por varias etapas que, siguiendo un orden cronolégico, se

pueden clasificar de la siguiente forma:

- Investigaciones preliminares.
- Estudios epidemiolégicos y primeras definiciones.

- Nuevas definiciones y discusion sobre los componentes.

4.1. INVESTIGACIONES PRELIMINARES

La primera referencia bibliogrdfica que se tiene de la fibra data de 1805 en la cual se
denomina "fibra bruta" al residuo que se obtiene por tratamiento quimico de la muestra
(Heredia, 1980; Asp y Johansson, 1984).

Como puede deducirse de la definicién, el concepto de fibra bruta es totalmente analitico y
no lleva implicita ninguna consideracion respecto a los componentes que en ella figuran ni
en cuanto a la trascendencia fisioldgica de los mismos.

La inquietud por esta fraccidn del alimento ha sido constante, a lo largo del siglo XX, en los
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investigadores dedicados al campo de la alimentacién. Ya en 1929 MacCance y Lawrence
clasificaron los carbohidratos en disponibles y no disponibles (Southgate, 1969). Es la primera
vez que se hace referencia a la no biodisponibilidad fisioldgica de un componente del

alimento, sin precisar cuales son las caracteristicas estructurales que lo hacen indigestible.

Durante los afios 30, algunos investigadores como Williams y Olmsted (Asp y Johansson,
1984) aislan analiticamente, mediante tratamientos enzimdticos, un residuo insoluble que
representa una confirmacidén experimental "in vitro" de la no disponibilidad fisioldgica de

ciertos componentes de los alimentos.

Todo este trabajo, bibliograficamente escaso, lleva a acuiiar el término "fibra alimentaria”
dado como tal por Hipsley en 1953 (Asp y Johansson, 1984). A partir de este momento dos

conceptos marchardn unidos: fibra alimentaria y no disponibilidad fisioldgica.

En la década de los 60 el mdximo exponente de la tendencia a relacionar la fibra alimentaria
con su no digestibilidad fisioldgica fue Van Soest. En 1966 la define como el "material
orgdnico insoluble e indigestible por las enzimas de los animales”. La dualidad conceptual
anteriormente mencionada se ve reflejada en un método que no reproduce ningtin tipo de
condicion fisioldgica pero a partir del cual Van Soest identifica unos componentes concretos
por primera vez: cefulosa, hemicelulosas y lignina. La definicién se modifica quedando como
sigue: "la fibra es el material insoluble vegetal que no es digestible por las enzimas
proteoliticas y diastdsicas, y que no puede ser utilizada excepto por la fermentacién
microbiana en el tracto digestivo de los animales”. En esta definicién se introducen dos
nuevas ideas: la procedencia de la fibra de las células de origen vegetal y el hecho de una

posible utilizacién fisiolégica de la misma.
Gran parte de los estudios analiticos correspondientes a esta época, sobre los que se han

desarrollado estas ideas, han sido realizados sobre materiales destinados a la alimentacién

animal.
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4.2. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS Y PRIMERAS DEFINICIONES

El concepto y término fibra alimentaria se confirman totalmente en relacion con su actividad
fisiolégica en el organismo humano en el afio 1972, a partir de los estudios epidemioldgicos
realizados por Burkitt y Trowell, segin los cuales existe una relacidn entre carencia de fibra
en la dieta y aparicion de una serie de enfermedades digestivas y metabolicas (Burkitt y col.,
1972). Este hecho significa introducir un nuevo matiz: la repercusion fisioldgica mds amplia

para un componente que era ya admitidoe como no disponible.

La primera definicién de fibra alimentaria dada por Trowell data de 1974 y consiste en lo
siguiente: "residuo de las paredes celulares vegetales que no es hidrolizado por las enzimas
digestivas del hombre”. Se establece asi un marco de referencia para la fibra alimentaria
dentro de la célula vegetal pero es imprecisa por dos hechos:
-Se refiere a un residuo en el que no se sabe exactamente qué componentes hay.
-Al incluir "las paredes celulares” excluye algunos compuestos no estructurales que,

al ser indigestibles, pueden ser considerados como fibra alimentaria.

Por estas razones la definiciéon anterior se modificé para quedar como a continuacién se
expresa: "polisacdridos y lignina de las plantas que son resistentes a la hidrélisis por las

enzimas digestivas del hombre" (Trowell y col, 1976).

Parece, pues, que queda undnimemente admitido que la caracteristica fisiolégica comun a
polisacdridos y lignina es la de ser indigestibles por las enzimas del tracto gastrointestinal

humano.

Después de los estudios de Burkitt y Trowell (1973) se desarrollard una linea de trabajo

totalmente centrada en la alimentacién humana que va encaminada a:
-Localizar la fibra alimentaria dentro de la estructura celular correspondiente.

-Definir cudles son los componentes que forman en realidad la fibra alimentaria.

-Establecer la actividad fisioldgica exacta de dichos componentes.
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Cada uno de estos puntos estd siendo ampliamente debatido en la actualidad. Se han sucedido
encadenadamente una serie de definiciones cada una de las cuales amplia a la anterior en
cuanto a la incorporacion de nuevos conceptos se refiere. Algunas de éstas inciden en lo que
ya habia sefialado Van Soest, pero en todos los casos estas definiciones adolecen de alguna

imprecision.

4.3. NUEVAS DEFINICIONES Y DISCUSION SOBRE LOS COMPONENTES

Southgate y col. (1978) opinan que la segunda definiciéon dada por Trowell tiene el
inconveniente de no considerar como fibra alimentaria a todos aquellos compuestos que,
aunque no son de origen vegetal, tienen propiedades semejantes a los componentes de la
misma. Por esta razdn proponen la siguiente definicion: "suma de lignina y de polisacdridos
que no son digeridos por las secreciones enddgenas del tracto digestivo humano” que es

compatible con la hipdtesis de Burkitt y Trowell (1975).

Schweizer y Wiirsch en 1979 y Selvendran y col., también en 1979, aceptan la definicion
anterior, senalando que, entre los compuestos que quedarian excluidos en la definicion de

Trowell (Trowell y col., 1976) se encuentran las celulosas modificadas.

De la definicidn de Southgate se deduce que la fibra alimentaria estd formada por una mezcla
de materiales de la pared celular, de polisaciridos no estructurales y de polisacdridos

utilizados como aditivos alimentarios.

En este momento se dispone de dos ideas unidnimemente aceptadas:
-El marco de origen del material que forma la fibra alimentaria.

-La actividad fisiologica que todas ellas comparten.

Sin embargo esta situacién no durard mucho tiempo puesto que al intentar concretar qué

compuestos forman la fibra alimentaria surge la controversia.

El mismo Southgate, aifos mds tarde propone otra manera de definir la fibra, aunque el

74



concepto de la misma se mantiene respecto al que sugirié anteriormente: "suma de lignina
y de polisacdridos de una dieta que no son a-glucanos, o de una forma simplificada "suma
de lignina y de polisaciridos no almidén". Este investigador anade que se trata de una
definicién de trabajo, es decir, una aproximacién con fines analiticos. De aqui que no se
contemplen aquellos componentes de la pared celular que, aunque se encuentran en pequenas

cantidades, podrian modificar la conducta fisioldgica de los polisacdridos.

Englyst y col. (1982) proponen una definicién que se aproxima al punto de vista mantenido
por Southgate, ya que considera la fibra alimentaria como polisacdridos no almidon,

exclusivamente, eliminando la lignina.

Por lo dicho hasta el momento, se puede apreciar una tendencia a considerar como fibra
alimentaria unicamente a carbohtdratos y lignina, sin embargo hay autores que también tienen
en cuenta otra seric de compuestos. Asi, a principios de los 80 han sido propuestos

(Theander, 1983) como componentes de fibra los siguientes:

a) Proteina, taninos y cutina que estdn frecuentemente asociados con los principales
componentes de la pared celular. Parece que todos ellos se comportan como la lignina,

presentando resistencia a las enzimas digestivas y a la microflora intestinal.

b) También se indica que habria que considerar a aquellos polimeros y productos de
degradacidn de los constituyentes de los alimentos que son resultado de los procesos térmicos
a los que son sometidos. A esta categoria pertenecen los complejos tanino-proteina, los
polimeros resultantes de la caramelizacién y las reacciones de Maillard y el almidon

modificado.

Entre estas dos tendencias ha habido ambigiiedad en algunos autores como es el caso de
Cummings, 1981. Por una parte intenta delimitar el concepto desde un punto de vista
quimico. Considera que la fibra debe ser definida por los componentes quimicos mds que en
virtud de su actividad fisiolégica como propugnaba Trowell. Sefiala que la fibra alimentaria
estd formada fundamentalmente por polisacaridos no almidén y los clasifica en celuldsicos

y no celulésicos, admitiendo la presencia, dentro de los no celuldsicos, de hemicelulosas,
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sustancias pécticas, polisaciridos de almacenamiento como inulina y goma guar y las gomas
y mucilagos vegetales. Sin embargo no desestima la lignina, apoydndose en la importancia
que este componente ha demostrado tener en alimentacidn animal y dado que no se conoce
con exactitud lo que sucede a nivel humano. Por otro lado se cuestiona la trascendencia
fisioldgica que pueda tener la intima asociacidn estructural entre almidén y fibra en alimentos

como los cereales.

El debate sobre la definicién de fibra enfrenta ahora a dos grupos:

-El de Englyst y col. (1982) para el cual la fibra alimentaria estd formada unicamente
por polisacdridos no almidon, excluyendo claramente la lignina y el resto de las sustancias.

Con el tiempo Cummings ha adoptado también esta posicién, (Cumming y col., 1985).

-El de otros autores (Asp y col., 1983 y Theander, 1983) que se cuestionan como
fibra alimentaria los componentes que se citan posteriormente, en virtud de dos hechos
principalmente: su interrelacion estructural y la no digestibilidad en el tracto gastrointestinal

humano.

Se discute el papel de numerosas sustancias dentro de la fibra alimentaria: lignina y otros
polifenoles, proteina indigestible y almidén resistente. Lignina y almidén resistente son
ampliamente debatidos mientras que en proteina resistente y taninos trabajan un nidmero
limitado de grupos investigadores. En general, la proteina resistente no es tenida en cuenta;
sin embargo algunos autores (Trowell, 1988; Saura-Calixto y col., 1991), reivindican que
deberia ser considerada como componente de Ia fibra. Respecto a los taninos, se han
encontrado en elevada cantidad en los residuos de fibra insoluble (Saura-Calixto y col.,

1991).

Mientras que la definicién mds aceptada considera polisacdridos no almidén y lignina (Asp,
1987), en el Reino Unido se utiliza la de polisacdridos no almidén. En realidad esto es
volver, en lineas generales, a la definicion de Trowell, pero habiendo definido, desde el punto
de vista quimico, las diferentes sustancias y habiendo empezado el desarrollo de estudios que

permiten comprobar ciertos aspectos de la actividad fisiolégica de estas sustancias (Van Soest
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1973; Rérat (1978); Fetzer y col., 1979; Kies y col., 1984; Van Soest 1984; Englyst y
Cummings, 1985; Englyst y Cummings, 1986; Englyst y Cummings, 1987).

En 1990 el informe de la British Nutrition Foundation (Heaton, 1990) no adopta ninguna
postura oficial, dejando el término fibra alimentaria sujeto al discurso cientifico, pero
aconseja a la comunidad cientifica que se refiera en términos precisos al material en cuestion,
ej: salvado de trigo, pectina de citrus, carboximetilcelulosa, etc. Esta nueva forma de trabajo
facilita la planificacion y descripicién de los experimentos pero conlleva una interpretacion
de los resultados muy restringida (en términos de hipotesis que relacionan enfermedades con

hédbitos alimentarios).

Esta nueva manera de hacer referencia al material de trabajo parece mds cientifica, ya que
a la hora de planificar un experimento es necesario normalmente enfocar hacia una
manifestacién muy restringida de la fibra, pero para interpretar los resultados es importante
dirigirse a la fibra de forma lo mds amplia posible, sin perder de vista todos los posibles

aspectos involucrados.

En el seno de la Comunidad Econdmica Europea se han organizado grupos de trabajo cuyos
planteamientos obedecen a este enfoque. Asi el BCR (Bureau Communitaire de Référence:
metrologia aplicada y andlisis quimicos) estd ilevando a cabo estudios interlaboratorio que
permitan la certificacidn del contenido de fibra en ciertas muestras por diferentes métodos
independientemente de la discusion sobre la definicion o de la comparacién de resultados

entre dichos métodos.

Recientemente (Abril, 1993) tuvo lugar la 6* reunién del Comité de Gestion COST-92
(Dietary Fibre). En ella, Cummings informé sobre las reuniones del comité cientifico (Food
Subcommittee on Dietary Fibre, CEC, DG III) para llegar a una definicion oficial de fibra.
Tras diversas reuniones sigue sin alcanzarse un acuerdo radicando el principal problema en

la inclusion o no del almidén,
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5. EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA FIBRA ALIMENTARIA:
INVESTIGACIONES ACTUALES

5.1. ASPECTOS GENERALES

Durante mucho tiempo la fibra alimentaria ha sido el componente olvidado de los alimentos
debido, probablemente, a su valor nutritivo relativamente intrascendente. En los Wltimos afios
el interés de los cientificos ha ido creciendo progresivamente a partir de los estudios de
Burkitt y Trowell (1975). El efecto preventivo de la fibra estd en funcidén de sus efectos

fisioldgicos y éstos, a su vez, de las propiedades fisicoquimicas de la misma.

Cleave fue uno de los primeros en referirse al salvado de trigo como laxante y abogé por
dejar de eliminar el salvado y otros elementos, y no por anadir fibra a la dieta. Indicé que
los alimentos transformados por el hombre, como azicar refinada y harina bianca, podrian

originar enfermedades (Heaton, 1990).

En aquel momento la epidemiologia de las enfermedades cronicas estaba inicidndose y la
nutricional no existia como tal. Ambas recibieron un gran estimulo de las hipétesis de Burkitt

y Trowell (Heaton, 1990).

Burkitt extendid y popularizé las ideas de Cleave, pero enfatizé el valor protector de la fibra
en oposicidn al efecto danino de los alimentos en los que se habia eliminado la misma. Esta
teoria tuvo un gran atractivo para el publico y dié a los cientificos una hipétesis,

aparentemente sencilla, para trabajar.

Desde que se comenzé a destacar la importancia fisioldgica de esta fraccién del alimento, su
consumo s¢ ha asociado al efecto preventivo de una serie de enfermedades como cdncer de
colon, diverticulosis, estrefiimiento, diabetes, etc. (Burkitt y col., 1972; Hellendorn, 1973;
Burkitt y col., 1974; Colmey, 1978; Heredia, 1980; Martinez Para y Torija Isasa, 1980,
Trowell y col., 1985) (Figura n® 31).
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Estrefimiento

{Heces mas voluminosas

v mis blandas

Aumento del transito intestinal)

Enfermedad Coronaria
(Descenso del colesterol plasmatico)

Hemia de Hiato
(Descenso de la presion intraabdominal)

Obesidad

. { Aumento de la sensacién de saci
Diabetes Mellitus 2 sensacion de saciedad)

{Descenso en la absorcion
de glucosa)

Diverticulosis )
{Heces mas voluminosas y mas blandas)

Cancer de Colon
(Dilucién de compuestos cancerigenos)

Hemorroides
{Heces mas voluminosas y mas blandas)

Figura n° 31.- Efectos fisioldgicos de la fibra alimentarna y prevencion de
enfermedades.



La accién beneficiosa de la fibra de cara a la prevencién de diversas patologias, como se ha

indicado antes, ha sido sefialada en la bibliografia de forma reiterada:

-Diverticulosis: Cummings y col., 19738; Olds, 1978; Gear y col., 1979; Fisher y col.,
1985.

-Estrefiimiento: Harvey y col., 1973; Henning y col., 1986.

-Céncer de colon: Burkitt, 1978; Mclennan, 1978; Cummings, 1981; Sjéding y col.,
1685; O’Neill y col., 1990a; O’Neill y col., 1990b; Szende y col., 1990; Benito y col., 1991.

-Arterosclerosis y cardiopatias: Lebeille y Sauberlich, 1966; Sundaravalli y col., 1971;
Heaton y Pomare, 1974; Kies y Fox, 1977.

-Diabetes: Jenkings y col., 1977; Olds, 1978; Worthington-Roberts, 1981; Zavoral
y col., 1983; Bantle, 1988; Scott y col., 1988; Akanji y col., 1989; Hollander y Szekely,
1989; Malmlof y col., 1989; Carra y col., 1990; Kirsten y col., 1991; Librenti y col., 1992.

-Obesidad: Worthinton-Roberts, 1981; Rigaud y col., 1987; Solum y col., 1987.

-Hipercolesterolemia: Judd y Truswell, 1981; Anderson y Gustafson, 1988; Hoagland,
1989; Mongeau y col., 1990; Klopfenstein, 1990; Anderson y col., 1990; Cobiac y col.,
1990; Riccardi y Rivellese, 1991; Bridges y col., 1992.

En algunos casos se habla de componentes en particular y en otros se considera la fibra como
un todo. No se indican en profundidad los mecanismos que dan lugar a los efectos
beneficiosos que se citan, aunque todos los autores coinciden en sefialar la relacién existente

entre las propiedades fisicoquimicas de la fibra alimentaria y sus efectos fisioldgicos.

Algunos investigadores (Eastwood, 1992; Eastwood y Morris, 1992) estdn llevando a cabo
estudios muy rigurosos, centrindose en los polisacdridos como principales constituyentes de
la fibra alimentaria y en el hecho de que estos compuestos tienen un amplio espectro de

propiedades fisicoquimicas en funcidn de su estructura.

La determinacién cuantitativa de la fibra alimentaria no permite predecir su accién bioldgica,
ya que los efectos fisioldgicos dependen fundamentalmente de las propiedades fisicoquimicas,
que no estdn relacionadas directamente con la composicién quimica (Schneeman, 1986;

Brosio, 1992).
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La fibra alimentaria, como se ha visto, no es un Unico compuesto sino una mezcla de
componentes que pueden presentarse de una forma aislada o integrados en una estructura tan

compleja como es la pared celular de los vegetales.

Se puede hablar, por un lado, de las cadenas de polimeros que se agrupan en conjuntos
ordenados, como es el caso de las fibrillas de celulosa, que son casi resistentes a la
hidratacién y al ataque enzimético, por otro lado, de las cadenas de polisacaridos que pueden
existir en solucién como "hélices desordenadas"”, presentando entre ellas interacciones fisicas,
que son facilmente accesibles a la accion de las enzimas, tales como las sustancias pécticas.
Por dltimo, habrfa que hablar de los entramados reticulares hidratados tipicos de las paredes

celulares de los tejidos vegetales.

En cada caso en particular, los enlaces se estabilizan o se rompen en determinadas
circunstancias. Asi, por egjemplo, las uniones ordenadas se estabilizan con enlaces no
covalentes muy débiles y es necesario un cierto niimero de ellos para conferir fortaleza, lo
que implica una determinada longitud de la cadena. Son muy susceptibles a pequefios cambios
de temperatura y de concentracion de sélidos disueltos. Las propiedades reticulares de
polisacdridos especificos dependen en gran parte del espaciado entre irregularidades
estructurales minoritarias a lo largo de la cadena, en lugar de depender de la composicién
general como la determinada en su andlisis, que informa de [a proporcidn de azicares

constituyentes,

En las estructuras de la pared celular las propiedades fisicoquimicas y la actividad fisioldgica
son funcion de la integridad de la propia pared. Dicha integridad depende de 1a alteracion del

tejido, del grado de maduracion y de [os tratamientos a los que se someta.

La fibra alimentaria puede actuar en el tracto digestivo de tres formas principalmente:
-como conjuntos macromoleculares,
-como cadenas de polimeros solubles,

-como conjuntos reticulares, hinchados e hidratados.

Aungue algunos de los componentes de la fibra son intrinsecamente insolubles (celulosa),
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otros pueden cambiar su forma fisica con el tiempo por la agitacidn mecdnica debida a los
movimientos peristdlticos y/o por la alteracion de sus condiciones fisicas a lo largo del tracto
gastrointestinal (sustancias pécticas y hemicelulosas). En general, tales cambios irdn
destinados a aumentar la solubilidad e hidratacién de la fibra; sin embargo, ciertos
componentes, particularmente los polisacdridos cargados, tales como las sustancias pécticas,
pueden encontrar en el limen condiciones que impidan o reviertan el proceso de hidratacion
(cambios en el pH, asociaciones intercadena promovidas por contraiones especificos,

reduccién de la calidad del solvente por pequefios solutos o por coacervacién con proteinas).

Para explicar las propiedades fisiolgicas, la fibra alimentaria se compara a un sistema

fisicoquimico de las siguientes caracteristicas (Eastwood y Brydon, 1985):

Los componentes de la fibra soluble se pueden considerar como integrantes de una fase de
sol continua en la que los constituyentes insolubles e hidratados se dispersan como una fase
de particulas discontinuas. Las particulas de diferente composicion quimica y/o forma fisica
pueden ser consideradas como constituyentes de fases discontinuas separadas. De forma
semejante, otros componentes de la dieta que no forman parte de la fase continua homogénea
(por ejemplo, grasa que no estd en micelas) pueden ser tratados como fases separadas. En
tales sistemas de dos fases o de multifases ciertas propiedades fisicoquimicas, como la
densidad, obedecen a una simple regla de mezclado; sin embargo, otras como la viscosidad
son mucho més complejas y puede ser muy dificil o imposible predecir el comportamiento

a partir de las fases individuales aisladas (Eastwood y Morris, 1992).

En el cuadro n® III se pueden observar las propiedades fisicoquimicas mds importantes de la

fibra alimentaria y su relacion con los efectos fisiolégicos.

A continuacién se hard una breve descripcion de los efectos mds estudiados que se resumian
en la figura n® 31, y se exponen en relacién con las propiedades fisicogquimicas en cuadro n®
III.
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Cuadro n® III. Relacidn entre las propiedades fisicoquimicas de la fibra

alimentaria y sus efectos fisioldgicos,

PROPIEDAD FISICOQUIMICA EFECTO FISIOLOGICO

Viscosidad Retardo del vaciamiento gdstrico.
Disminucidn de la absorcidn de nutrientes

Descenso del colesterol plasmatico

Capacidad de retencién de compuestos Descenso de la absorcidon de nutrientes
organicos Descenso del colesterol plasmdtico
Susceptibilidad a la fermentacidn Descenso del colesterol plasmadtico
bacteriana Aumento del trdnsito intestinal

Aumento del peso de las heces

Capacidad de retencién de agua Aumento del peso de las heces

Capacidad de intercambio iénico Descenso de la absorcion de cationes
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5.2. EFECTOS FISIOLOGICOS MAS IMPORTANTES

5.2.1. Retardo del vaciamiento gastrico

La presencia de polisacdridos solubles hace que la velocidad de vaciamiento gastrico
disminuya y el tiempo aumente. Estos polisacdridos, polimeros hidrofilicos, tienen la
propiedad de formar en medio acuoso soluciones viscosas, esta propiedad hace que el

contenido estomacal se haga también viscoso y el vaciamiento gdstrico més lento.

El efecto que se deriva de esta lentitud en el paso del contenido estomacal al intestino es un
aumento de la sensacion de saciedad después de las comidas. Este efecto se ha asociado con

la prevencion de 1a obesidad.

Algunos investigadores opinan que no hay correlacidn entre el aumento del tiempo de
vaciamiento gdstrico y la absorcién intestinal de nutrientes (Edwards, 1990), otros asocian

este efecto a un descenso en la absorcion (Schneeman, 1986).

5.2.2. Descenso de la absorcion de nutrientes

Diversos estudios han demostrado que la ingesta de fibra da lugar a un menor incremento de
la glucosa plasmética después de las comidas, a un descenso de ia absorcién de carbohidratos,

lipidos y otros nutrientes (Edwards, 1990; Eastwood, 1992; Eastwood y Morris, 1992).

La absorcién de nutrientes en el intestino delgado se debe a dos mecanismos:

1) Las contracciones intestinales crean una turbulencia que mezcla el contenido luminal

y aproxima los nutrientes al epitelio.

2) Los nutrientes difunden a través de la capa de fluido adyacente a la mucosa

intestinal.

Los polisacdridos solubles, debido a la viscosidad que originan, disminuyen la turbulencia,
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el mezclado del contenido luminal, 1a interaccidn con enzimas y la disgregacion de particulas

sélidas, y aumentan el grosor de la capa adyacente al epitelio disminuyendo la difusidn.

Se ha hablado también de que los polisacdridos solubles secuestran, en el gel que forman,
nutrientes, enzimas digestivas y 4cidos biliares, e incluso de una accién directa sobre el

epitelio intestinal (Schneeman, 1987).

Los polisacdridos insolubles tienen poco efecto en la fisiologfa del intestino delgado aunque
también descienden, en menor medida, la glucemia postprandial (Edwards, 1990). Este efecto
se asocia con la presencia de almidén resistente. Se ha postulado que el mecanismo que tiene
lugar es el secuestro por adsorcion de carbohidratos en la matriz que forman y que es

resistente al ataque de enzimas pancredticas.

Este efecto en la absorcién, sobre todo de glucosa, dcidos biliares y colesterol, tiene
importancia respecto a la prevencién de 1a obesidad, de la diabetes, de la hipercolesterolemia

y de las cardiopatias que de ella se derivan.

5.2.3. Descenso del colesterol plasmitico

Los polisacdridos solubles fijan dcidos biliares y colesterol en el intestino delgado y reducen
su reabsorcidn en el ileon terminal. Por consiguiente, es mayor la cantidad de dcidos biliares
que llega al colon para su excrecidn con las heces y menor l1a que regresa al higado por
medio de la circulacién enterohepdtica. Esto se interpreta como una sefial para aumentar la
sintesis de estos dcidos en el higado. Como los hepatocitos catabolizan colesterol para formar
dcidos biliares, su concentracién disminuye en el interior de la célula y esto produce el paso

de colesterol desde el plasma disminuyendo alli su concentracién (Kohn y Ribeiro, 1991).

En el colon, la celulosa y la lignina practicamente no son fermentables; las sustancias pécticas

si lo son y las hemicelulosas parcialmente (Eastwood, 1986; Schneeman, 1986).

La fermentacién bacteriana de la fibra soluble da lugar a la produccidn de dcidos grasos de

cadena corta, metano, anhidrido carbdnico, hidrégeno y agua. Una gran cantidad de los
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dcidos grasos producidos (acético, butirico y propiénico) es absorbida por la mucosa del colon
y llega a la vena porta. Se ha demostrado que el 4cido propidnico inhibe tanto la biosintesis
hepdtica de colesterol como la periférica y aumenta su aclaramiento plasmdtico (Kohn y
Ribeiro, 1991).

El descenso del colesterol plasmdtico, promovido por la ingesta de fibra, se puede considerar

como una prevencién de la arterosclerosis y arteriopatia coronaria.

5.2.4. Aumento del peso de las heces

En algunos estudios se ha observado que de los constituyentes de la dieta, sélo la fibra

alimentaria influye en el peso de las heces (Eastwood y col., 1984).

Los diferentes tipos de fibra difieren en su capacidad para alterar este peso (Audiotomre y
col, 1990). El salvado de trigo (fibra insoluble, principalmente) tiene una accién eficaz y
predecible, mientras que en el caso de frutas y verduras (sobre todo fibra soluble) el efecto

es impredecible.

El peso de la heces se ve aumentado por la propia presencia fisica de la fibra que ha resistido
la degradacion bacteriana (fibra insoluble) y por la retencién de agua que origina (fibra
soluble).

Los polisacdridos solubles tienen una gran capacidad hidrofilica por la presencia de restos de
azicares con grupos polares libres. La celulosa, con enlaces intermoleculares, tiene poca

capacidad de retencién de agua.

En contra de lo que se podria esperar, los polisacdridos solubles tienen muy poca influencia
en el peso de las heces debido a que fermentan con mucha facilidad en el colon. Esta
fermentacion produce un aumento en el crecimiento microbiano que no da lugar a un aumento
en el peso de la heces pero hay un efecto osmético anadido de los productos de la
fermentacidn bacteriana en la masa fecal. Los dcidos grasos producidos pueden tener un papel

importante en el peso fecal y en el tiempo del trinsito.
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Se ha visto que un aumento de dcidos grasos de cadena corta en heces da lugar a un aumento

en la eliminacion de agua fecal (Eastwood, 1992).

La degradacion bacteriana se asocia con un descenso del tiempo del transito intestinal y con
el aumento de la frecuencia de las deposiciones. La fermentacion acelera el trdnsito por
mecanismos poco claros. Se producen compuestos gaseosos (metano, anhidrido carbénico e
hidrégeno) y 4cidos grasos de cadena corta (acético, butfrico y propidnico). Los compuestos
gaseosos pueden distendir el intestino y facilitar la evacuacién. El dcido butfrico y el
propidnico estimulan las contracciones del colon medio y distal. También tiene lugar por la
fermentacidn bacteriana la liberacién de dcidos biliares y de dcidos grasos que estaban
adsorbidos en la fibra en el intestino delgado. Estos compuestos por la accion bacteriana se

transforman en sustancias con propiedades laxantes (Edwards, 1990).

El metabolismo bacteriano produce cambitos en los contenidos colénicos que alteran la
osmolalidad y la absorcidn. Las observaciones realizadas se pueden aplicar a otras sustancias
poliméricas de la dieta: proteinas, grasa y almidén. El tiempo de mantenimiento de una
estructura fisica particular varfa a lo largo de tracto gastrointestinal. En el caso de la proteina
y el almiddén gelatinizado la capacidad de inmovilizacién de agua es transitoria porque se
digieren rapidamente. El almidén original y retrogradado inmovilizan el agua de una forma

mucho mds persistente (Eastwood, 1992).

En la actualidad se estd llevando a cabo un estudio dentro de los proyectos pertenencientes
al programa "Food Linked Agro-Industrial Research” (FLAIR 1983-1993) (DG XII. CEE),
cuyo objetivo es el conocimiento de las implicaciones fisioldgicas del consumo de almiddn

resistente.

Masas fecales mds voluminosas y mds blandas suponen un menor esfuerzo para la evacuacion,
reduciendo de esta forma el riesgo de procesos tales como la formacion de diverticulos,
hernia de hiato y venas varicosas, que tienen todos en comtn la elevacion de la presion
intraabdominal. La dieta rica en fibra que produce heces mds blandas y menos esfuerzos es

también eficaz para el tratamiento de las hemorroides.
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La fibra alimentaria puede reducir la produccion y excrecion en el organismo de carcinégenos
fecales y determinados estudios han revelado una relacién inversa entre ingesta de fibra e
incidencia de cdncer de colon (Kohn y Ribeiro, 1991). También se ha hablado de que la fibra

gjerce, al retener agua, un efecto de dilucidn de los compuestos cancerigenos.

Por dltimo, respecto a los efectos fisioldgicos de la fibra alimentaria en el organismo, hay que
insistir en que el tipo de efecto depende de cada tipo de fibra en particular y que los

mecanismos mds profundos que expliquen los efectos producidos estan todavia por dilucidar.

Los tltimos congresos cientificos dedicados monogrdficamente a la fibra alimentaria, asf
como proyectos internacionales coordinados dedican especial atencion al tema de los efectos

fisioldgicos.

En la conferencia europea "Dietary Fibre: Chemical and Biological Aspects”, celebrada en
1990 en Norwich (Reino Unido), se tratd de los efectos en el intestino delgado, en ¢l grueso
y de las repercusiones en el metabolismo de minerales. En la siguiente, titulada "Topics in
Dietary Fibre Research” (Roma, 1992) se expusieron gran cantidad de acciones de la fibra
alimentaria, destacando la relacién con el cdncer en diferentes regiones del intestino. El
proximo congreso bianual se celebrard en Nantes (Francia) en junio de 1994 y se denominard
"Dietary Fibre. Mechanisms of Action in Human Physiology and Metabolism" y tendrd
como lemas prioritarios, entre otros, la digestion en el tracto gastrointestinal superior,
fermentacion y control de la actividad metabdlica de las bacterias, fermentacion y fisiologia

gastrointestinal y metabolismo de los nutrientes.
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6. METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE
FIBRA ALIMENTARIA

El andlisis de la fibra alimentaria va encaminado al conocimiento e identificacion de una
forma exacta de cada uno de sus componentes y a su cuantificacion, teniendo en cuenta el

concepto fisiolégico de la misma.

L.a evolucion metodoldgica abarca desde tratamientos sencillos, de aislamiento y posterior
gravimetria, hasta aquellos que permiten identificar diferentes fracciones dentro de la fibra

alimentaria, bien mediante colorimetria o0 bien por medio de técnicas cromatograficas.

6.1. METODOS PARA LA DETERMINACION DE FIBRA BRUTA

El primer método para evaluar fibra data de los primeros afios del siglo XI1X aunque no hay
acuerdo sobre la fecha exacta (1805, 1809) (Monte y Vaugham, 1982); se denomina método
de Weende (Asp y Johansson, 1984) y el tratamiento de la muestra se realiza mediante un
ataque secuencial con dcido (H,50Qy) y dlcali (NaOH) al 1,25% vy al residuo insoluble obtenido
por filtracién se le denomina fibra bruta. Es el primer método que se conoce para el andlisis
de fibra. En un primer momento se destiné al andlisis de forrajes y posteriormente se aplicé

al andlisis de alimentos. En la actualidad se utiliza para el primero de los objetivos.

Williams y Olmsted (Asp y Johansson, 1984) indicaron que este método no valora un 40%
de los carbohidratos no disponibles, y Van Soest y McQueen en 1973 precisaron que un 80%
de las hemicelulosas, un 60% de la lignina y un 50% de celulosa no se cuantifican. Otros
autores (Burdaspal y col., 1980) han sefialado la gran diferencia cuantitativa que se produce
al emplear un método de fibra bruta para evaluar la fibra alimentaria. Asi pues los valores
reales de lo que hoy dia se entiende por fibra pueden ser unas cinco veces superiores a los
valores de fibra bruta (Dreher, 1987).
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6.2. METODOS DETERGENTES

En el método de Weende el tratamiento con hidréxido sédico se utiliza para la eliminacion
de constituyentes nitrogenados. Sin embargo, se produce abundante gelatinizacién de almidon
y pérdida de lignina en el filtrado. Para corregir estos inconvenientes se propuso utilizar
exclusivamente una digestion 4cida, denomindndose el residuo obtenido en este caso Fibra
Normal Acida (NAF) (Walker y Hepburn, 1955). Este método no permite una disolucion total
de la protefna por lo cual no es considerado totalmente satisfactorio. Segin Van Soest (1963),
la estimacién del valor real de esta fraccién por este método es menos exacta que la obtenida
por el método de la fibra bruta, a menos que se utilicen tiempos de digestién

excepcionalmente largos.

Puesto que los detergentes anidnicos han demostrado facilitar la disolucién de proteinas en
un medio ligeramente alcalino y los compuestos de amonio cuaternario son eficaces para la
disolucién de polisacdridos, proteinas y dcidos nucleicos, se estudia su utilidad en la
preparacion de residuos de fibra con un contenido bajo en nitrégeno a partir de forrajes. Por
otra parte, la sustitucion del hidréxido sddico por un detergente adecuado podria ayudar a

mantener la integridad de la fraccion de lignina ya que las condiciones serian mds suaves.

Van Soest inicia en 1963 la publicacidn de una serie de trabajos en los que propone el uso

de soluciones detergentes a pH dcido y neutro para el andlisis de fibra alimentaria.

En el primer articulo (Van Soest, 1963a) presenta datos sobre la capacidad de una serie de
detergentes para eliminar el nitrégeno en forrajes. Se estudian los factores que afectan a la
obtencién y composicidn de la fibra, utilizando soluciones detergentes a distintos valores de
pH. Los detergentes utilizados a pH neutro fueron: lauril sulfato sédico, aril alquil sulfonato
sédico, miristato sédico, cloruro de cetil piridinio, bromuro de cetil trimetil amonio, lauril

amina, tween 21 y monolaurato de etilen glicol.

En general los detergentes aniénicos extrajeron mds nitrégeno a pH muy bajo.

Van Soest indica que, aunque es dificil medir de una forma precisa la fibra alimentaria, el
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término deberia implicar un residuo que esté estrechamente relaccionado con la

indigestibilidad.

El método dcido detergente (Van Soest, 1963b) utiliza bromuro de cetil trimetil amonio en

H,S0, 1IN y determina, en principio, celulosa y lignina.

Segiin este autor el método da una buena correlacion entre fibra alimentaria y digestibilidad

en 18 forrages (r=-0.79), mientras que en el caso de la fibra bruta es algo menor (r=-0.73).

En el residuo de Fibra Acido Detergente (FAD) se estudia, de forma mads detallada, el
contenido de lignina y proteina en alimentos que han sido sometidos a varios procedimientos
de calentamiento y desecacién reveldndose que el método es sensible frente al dafio debido

a las reacciones de pardeamiento no enzimético.

A continuacion tiene lugar el desarrollo del método neutro detergente (Van Soest, 1967). Se
utiliza como detergente lauril sulfato sddico y se evalda igualmente fibra insoluble, pero en

este caso incluye, ademds de celulosa y lignina, también hemicelulosas.

El reactivo lleva en su composicion edetato sédico, agente complejante que permite la

solubilizacion de sustancias pécticas (Belo y Lumen, 1981).

Este método ha sido adaptado para el andlisis de alimentos ricos en almidén, para el andlisis
de heno (Golding y col., 1983) y para la determinacion de sustancias pécticas (Belo y Lumen,
1981).

Para el primer grupo de alimentos, se propone la introduccién de una enzima amilolitica, bien
antes del tratamiento con el detergente (McQueen y Nicholson, 1979), en mitad de dicho
tratamiento (Robertson y Spiller, 1977; Robertson y van Soest, 1977) o después del mismo
(AACC Committe on Dietary Fiber, 1981; Asp y Johansson, 1984).

Para el analisis de heno, se sugiere la eliminacién de sulfito sédico en aquellas muestras que
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contienen un 30% o menos de proteina, y la eliminacién de decalina ya que produce un
aumento del valor de la Fibra Neutro Detergente (FND). Belo y Lumen (1981) establecen un
método para la determinacién de sustancias pécticas después de tratar la muestra con la

solucidn detergente.

Heller (1977) estudia la influencia de factores como el pH y el tamafio de particula en la
pérdida de hemicelulosas, comprobando que, en salvado de trigo, pericarpo de maiz
purificado y tegumento de cacahuete, el contenido de hemicelulosas desciende al disminuir

el tamano de particula y al aumentar el pH.
Con el tiempo, el método neutro detergente ha resultado ser el mejor que existe para el
andlisis de fibra alimentaria en heces, dada su gran eficacia en la eliminacién del nitrégeno

proteico (Slavin y Marlett, 1983).

En el andlisis de alimentos los métodos detergentes presentan una serie de inconvenientes que

han sido sefialados reiteradamente en la bibliografia.

Dreher (1987) resume algunos inconvenientes del método acido detergente:

I) Los alimentos ricos en almidon, proteina o grasa son muy dificiles de filtrar (Van

Soest y McQueen, 1973).

2) La posible precipitacién de &4cidos orgdnicos puede causar valores andémalos

(Robertson y Van Soest, 1981).

3) El residuo puede formar grumos e interferir en la subsiguiente determinacién de

lignina (Robertson y Van Soest, 1981).
4) Una muestra de pequefio tamafio puede hacer dificil la medida de la precision, y

el aumento de la misma puede producir espuma y otras dificultades en la filtracién

(Southgate, 1986).
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Respecto a los inconvenientes del método neutro detergente, Selvendran y Dupont (1984)
indican pérdidas de lignina y componentes solubles en el detergente y la contaminacion del
residuo con almidén modificado, llevando a una valoracién falsa de FND. Wolters y col.
(1992) y Redondo y col. (1990) coinciden en detectar la presencia de una proporcién

considerable de 4cido urdnicos en el residuo neutro detergente.

Aunque la diferencia FND-FAD puede ser estimada tedricamente como hemicelulosas, en la

practica esta consideracion es errénea debido a:

1. Las sustancias pécticas, taninos y silice se disuelven durante el tratamiento con
detergente neutro, pero son parte del residuo FAD. Esto podria originar un descenso en la

estima de hemicelulosas.

2. La proteina de la pared celular se recupera en el residuo FND y se disuelve en el

FAD. Esto podria originar un aumento en la estimacion de hemicelulosas.

Experimentalmente, Schweizer y Wiirsch (1979) han comprobado, en patata y en coliflor, que
los valores de FND y FAD son muy similares dado el bajo contenido de hemicelulosas que
presentan estos vegetales. Este hecho ha sido constatado igualmente en berenjena, calabacin
y pepino por Redondo y col. (1987). Morrison en 1980 indica que puede haber una retencién
parcial de hemicelulosas por parte de la lignina y la celulosa. Cummings en 1981 y Saura-
Calixto y col. en 1983 sefialan que se puede producir contaminacién del residuo de FAD con
restos de proteina, e incluso una solubilizacion parcial de lignina en el tratamiento con la
solucidn detergente dcida. Por ultimo, Marlett y Lee (1980) indican que en el residuo de FAD
puede ir incluida una parte de las sustancias pécticas. Afiaden que el tratamiento con el
detergente a pH 4cido parece extraer las pectinas de los tejidos no foliares pero no totalmente

de los foliares.

Los métodos detergentes de Van Soest han sido ampliamente utilizados en el andlisis de todo
tipo de alimentos, aunque la necesidad de aplicar el concepto de digestibilidad habia sido
senalada ya con anterioridad por Remy en 1931, Williams y Olmsted en 1935, Macy en 1942

y Weinstock y Benham en 1951, que proponen el andlisis de fibra seglin métodos enzimdtico-
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gravimétricos (Asp y Johansson, 1984).

6.3. METODOS ENZIMATICO-GRAVIMETRICOS

El tratamiento en este caso se hace sometiendo la muestra a la accién de enzimas que

eliminan fundamentalmente almidén y proteina.

Algunos de estos métodos evaldan la fibra alimentaria sin diferenciar entre sus distintas
fracciones: soluble e insoluble. Otros, sin embargo permiten realizar este tipo de

fraccionamiento.

Se han propuesto numerosos métodos enzimdticos que, con el paso del tiempo, han ido
incluyendo enzimas de mayor eficacia. En el cuadro n® IV figura un resumen de los
principales métodos enzimdtico-gravimétricos y se detallan los tipos de enzimas utilizados por

cada autor.

En general se puede decir (Greenwood y Milne, 1968) que dentro de las «-amilasas el
mecanismo de accion depende de la fuente de la enzima. Hidrolizan enlaces a-D-1,4. No
hidrolizan maitosa y al actuar sobre las amilosas sustituidas determinados grupos representan
impedimento estérico para la enzima. La o-amilasa de cereales tiene una afinidad mucho més
baja para azicares pequefios que para los grandes, mientras que las enzimas de mamiferos
tienen una afinidad similar por ambos tipos de sustratos. Para las «-amilasas de bacterias y
hongos, en el caso de B. subrilis existe mayor afinidad por la amilosa que por las dextrinas.

Hidrolizan amilosa a D-glucosa y maltosa.

Remy utiliza enzimas amiloliticas y proteoliticas para solubilizar el almidén y la proteina.
Williams y Olmsted emplean pancreatina acompafiada de una hidrdlisis dcida. Macy modifica
el método anterior para evaluar hemicelulosas. Weinstock y Behan se encuentran entre los
primeros en utilizar enzimas de origen microbiano para eliminar almidén y protefna, pero
estas eran de uso industrial y cuando dejaron de utilizarse con este fin dejaron de estar

disponibles en el mercado. Posteriormente en los afios setenta Salo y Kotilainen utilizan
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Cuadro n°® 1V.

Principales métodos enzimdtico-gravimétricos y enzimas que

utilizan
AUTOR ENZIMAS
McCance y Lawrence (1929) Takadiastasa
Williams y Olmsted (1935) Pancreatina

Weinstock y Benhan (1951)

Enzimas microbianas

Salo y Kotilainen (1970)

Pepsina o tripsina

Thomas (1975) Pancreatina
Rhozyme
Hellendoorn (1975) Pepsina
Pancreatina
Elchalzy y Thomas (1976) Amiloglucosidasa
Tripsina
Furda (1977) Amilasa de B. subtilis
Proteasa
Schweizer y Wiirsh (1979) Pepsina
Pancreatina
Asp y Johanson (1981) Pepsina
Pancreatina
Asp y Johanson (1983) Termamyl
Pepsina
Pancreatina
Meuser y col. (1983) Amiloglucosidasa
Pancreatina/Tripsina
Prosky y col. (1984) Termamyl
Proteasa de B. Subtilis
Amiloglucosidasa
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pepsina o tripsina (diastasa). Thomas, incluye pancreatina y otra amilasa. Hellendoorn (1975),
pepsina y pancreatina, lo cual constituye un potente tratamiento enzimadtico, sirviendo este
método de modelo para otros. Elchalzy y Thomas emplean el tratamiento de la muestra en
autoclave para gelatinizar el almidon y asegurar su hidrdlisis éptima con amiloglucosidasa

(Asp y Johansson, 1984).

Un avance en el desarrollo de los métodos enzimdtico-gravimétricos lo constituye el
fraccionamiento en fibra insoluble y fibra soluble. Esto se logra tratando la muestra con
enzimas, que varian segtin los métodos, y precipitando con etanol el filtrado que se obtiene

al recoger el residuo de fibra insoluble (Furda,1977; Schweizer y Wiirsch, 1979).

Asp en 1981 propone ciertas modificaciones a los métodos enzimdtico-gravimétricos, tales
como la correccion debida a proteinas y cenizas que pueden falsear los resultados obtenidos
para fibra alimentaria. Asimismo sugieren el hervido de la muestra antes de la incubacién
enzimdtica, para mejorar la digestion. Posteriormente, en 1983, introduce en el método

anterior una potente a-amilasa termoestable que consigue la eficaz eliminacion del almidén.

Existen otros métodos enzimaticos recogidos en la bibliografia tales como el método de Furda

(1981) y Meuser y col. {1983) (Asp y Johansson, 1984).

En 1984 (Prosky y col., 1984) se propone el primero de los métodos de la Association of
Official Analytical Chemists (AOAC). La evolucidn seguida por el método ha sido semejante
a la de otros. Son métodos que surgen para responder a una necesidad analitica y, que
después de estudios interlaboratorio, se van modificando en funcién de las dificultades

encontradas y de las fuentes de error que se aprecien.

En el esquema n®l figuran las condiciones para el tratamiento enzimdtico que se han
propuesto para el método de la AOAC desde el primer momento hasta la actualidad. A
continuacidn se hard una breve descripcidn de sus origenes y los cambios que ha ido

sufriendo.
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AQOAC, 1985

AOAC, 1988 l
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Esquema n® 1. Principales modificaciones en el método de la ACGAC.



En 1981 se concluyd, en una de las reuniones de la AOAC, que se deberian desarrollar dos
métodos para el andlisis de fibra: un método rdpido y otro mds completo que pudiera ofrecer
una informacidn detallada acerca de los componentes de fibra alimentaria. Un grupo de inves-
tigadores organizados por Prosky (Prosky y col., 1984) desarrollé un metodo enzimdtico-
gravimétrico para responder a la necesidad de un método rdpido. Este método se basa en los
de Asp y col. (1983), Schweizer y Wiirsh (1979), Furda y col. (1979) pretende optimizar los
tipos de enzimas y las concentraciones de las mismas para una serie de muestras, del grupo
de los cereales, algunas de las cuales contienen una elevada proporcién de almidén y otras
de proteina. Ademds, otro de los objetivos perseguidos fue establecer como definicion de
fibra alimentaria, con fines nutricionales, aquella fraccion de los alimentos que no es

digestible bajo las condiciones del método que se va a someter al estudio interlaboratorio.

El método (Prosky y col., 1984) utiliza una amilasa termoestable (termamyl),
amiloglucosidasa y proteasa en condiciones dptimas, sin embargo, después de haberse fijado
los objetivos anteriores y de detallar con exactitud algunos de los pasos, como son las
concentraciones exactas de las soluciones con las que se deben ajustar los valores de pH, el
estudio interlaboratorio reveld ciertas dificultades que se reflejan en la gran variabilidad en
los resultados obtenidos por los diferentes participantes para una misma muestra. Esto hace
que alguno de los datos no pudiera ser utilizado para el estudio y que algunos laboratorios

no remitieran los datos correspondientes a algunas de las muestras.

Los principales problemas encontrados fueron:

-Dificultad en la filtracion, a lo que se atribuyé la falta de reproducibilidad entre
laboratorios.

-La falta de homogeneidad muy exagerada en los resultados obtenidos en muestras con
bajo contenido de fibra, (ej. patata).

-La hidrdlisis enzimdtica del almidén fue conflictiva. En el caso del arroz la
degradacion incompleta se vié que provenia de una incorrecta preparacién de la muestra que
dificultaba el acceso de los enzimas a los granulos. También se sefala la posibilidad, para el
resto de los alimentos, de una inactivacién enzimdtica parcial o total durante el transporte.

-El andlisis de alimentos procesados presentd dificultades debido a la formacién de
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nuevos compuestos como proteinas modificadas y productos de la reaccion de Maillard.
-Carencia de un patrén de fibra. Se utilizaron como valores de referencia los dados

por las casas comerciales de las que obtuvieron los productos analizados.

Los resultados fueron concordantes con los obtenidos por el método de Asp y col., (1983)
y con el de Schweizer y Wiirsch (1979}, sin embargo fueron inferiores a los obtenidos por

Englyst y col., 1982. Este método fue aceptado oficialmente en 1984 (Prosky, 1992).

En 1985 (Prosky y col., 1985) se proponen modificaciones al método, con lo que se pretende
conseguir los siguientes objetivos:

-Determinar a qué niveles no es reproducible el método.

-Evaluar el alcance de la degradacidn del almidon porque su eliminacion incompleta
interferird en la determinacién de fibra alimentaria.

-Evaluar el tamafio de poro del crisol adecuado en la determinacién de fibra total
(FT).

-Mejorar los valores de los coeficientes de variacion para la determinacion de FT.

Para asegurarse de que las enzimas que se iban a utilizar eran adecuadas para digerir los
almidones que se encuentran de forma natural en los alimentos, se estableciéd un
procedimiento para valorar la eficacia del tratamiento enzimdtico. Esta valoracidn consistié

en analizar varios almidones y confirmar la ausencia de un residuo significativo.

Se comprobd que, tanto en la patata como en la harina blanca con contenidos elevados de

almidoén, la hidrélisis fue completa.

Los coeficientes de variacion se redujeron sustancialmente con respecto al estudio anterior,

aunque las muestras con contenidos bajos de fibra siguieron presentando valores elevados.

Finalmente fue aceptado oficialmente por la AOAC (ref. 985.29) (AOAC, 1990).

En 1988 (Prosky y col., 1988) se organiza un nuevo estudio interlaboratorio que introduce

la determinacion de fibra insoluble (FI} y fibra soluble (FS) independientemente. En esta
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ocasién el método incluye un cambio en las concentraciones de las soluciones tampones
necesarias para acondicionar las enzimas. Estos cambios han sido introducidos para aumentar
la capacidad tamponante sin aumentar la concentracidn final de fosfato. Ademds esto evita
reajustes de pH cuando se utilizan productos dcidos. Para ajustar el pH se sustituyé el 4cido
fosférico por dcido clorhidrico para evitar un aumento concomitante de la concentracién final

de fosfato que habia dado origen a la coprecipitacion de la sal.

Se indica la determinacion de fibra insoluble (FI) y de fibra soluble (FS) de forma

independiente.

La precision del método para las fracciones aisladas, fundamentalmente FS, todavia no es
satisfactoria. Se seiiala asimismo la necesidad de mds estudios con frutas, verduras y semillas

de leguminosas.

Cuando la FT se determina por andlisis independiente y se compara con la suma de FI y FS,
los resultados son muy semejantes, a excepcion de la soja en la que la FI fue superior a la
FT debido a la coprecipitacion de otras sustancias aparte de la fibra. Este método se acepta

oficialmente por la AOAC en 1990 (991.42 y 991.43) (Prosky, 1992).

En 1992 (Prosky y col., 1992) se lleva a cabo un nuevo estudio para valorar el método de
1988. Se trata de aplicar el mismo método (Proky y col., 1984) que fue aceptado oficialmente
con las modificaciones en la concentracion del tampon, de la base y sustitucion de dcido
fosférico por dcido clorhidrico. Se analizan ademds de cereales, frutas y verduras con un

mayor contenido que aquellos en fibra soluble.

En general, los valores encontrados para FS fueron superiores a los de FI. Una razén
importante para ésto parecen ser los problemas en la filtracidén que se pueden resolver
analizando una menor cantidad de muestra: entre 0,50 g y 0,25 g para materiales con elevado

contenido de fibra. El método para la determinacidn de FS necesita mds estudios.

En estudios anteriores (Prosky y col., 1984; Proky y col., 1985; Prosky y col., 1988) no se

publicaron los valores correspondientes a los blancos, a las proteinas y a las cenizas; sin
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embargo, en esta publicacidn (1992) se da cuenta de los resultados obtenidos en estas

determinaciones tanto en FI como en FS.

En lo que al residuo FI se refiere, algunos investigadores que participaron en el estudio
obtuvieron valores negativos para el blanco, valores préximos a cero para las proteinas y

valores negativos de cenizas.

Para el residuo FS también se han encontrado valores préximos a cero para proteinas y

valores negativos para cenizas.

Estos hechos hacen pensar, por una parte, en la necesidad de revisar el método Kjeldahl para
la determinacidn de proteina en este caso y, por otro lado, en las pérdidas de celite que tienen
lugar a través del filtro. La calidad tanto de los crisoles como del celite deberian ser revisadas

cuando esas pérdidas exceden de 5 mg,

Se recomienda (Prosky y col., 1992) que el método de fibra insoluble sea adoptado
oficialmente. Este método se puede utilizar paralelamente al método de la determinacién de
fibra total para obtener fibra scluble por diferencia, hasta que se desarrolle un método

adecuado.

También aconsejan que las muestras con elevado contenido de aztcares sean extraidas con

3 volimenes de metanol al 85% para evitar interferencias en la determinacién de fibra.

Se aconsgja que se acepte el método de FT y el de FI (Proky y col., 1988) y que se calcule

FS por diferencia.

De todas estas publicaciones sorprenden fundamentalmente dos hechos:

-Por un lado la poca importancia que se da a la determinacion exacta de fibra

alimentaria en los alimentos con bajo contenido de fibra.

-El hecho de ver publicados los valores correspondientes a los duplicados y las

diferencias existentes entre ellos (Prosky y col., 1992).
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En la actualidad este método ha recibido numerosas criticas atacando fundamentalmente al
criterio de rapidez que motivé su disefio. Ademds, el valor absoluto de fibra estimado segin
el método de la AOAC puede no corresponder exactamente con los valores de los métodos
cromatograficos a la hora de analizar los polisacdridos no almidén. En este sentido este
método “"rdpido" no tiene hoy dia ninguno alternativo que ofrezca mayor informacién del
contenido de fibra alimentaria, a no ser el propio andlisis detallado de los residuos insolubles

obtenidos.

El método ha sido modificado por Lee y col. (1992). Esta modificacién consiste en la
introduccién de un tampon MES-TRIS en lugar del tampon fosfato, eliminacidn del ajuste de

pH para la proteasa, y reduccidn del volumen total de muestra y del volumen de filtracidn.

El método de la AOAC ha sido adaptado por Li y Cardozo (1992) para alimentos con bajo
contenido en almiddn y proteina. Suprimen en este método el uso de enzimas, dado que han
observado que la extraccién con hexano y alcohol diluido en frutas y hortalizas da pesos de
restiduo comparables a los obtenidos después del tratamiento enzimdtico. El método consiste
en incubar las muestras en agua a 37°C, 90 min. A continuacion se precipita con etanol y ¢l

residuo de fibra total (FT) se corrige restando proteinas y cenizas.

En realidad, este método propuesto por Li y Cardozo es un paso mds después del que
propusieron en 1988 Li y Andrews, en el que inclufan una tinica enzima, amiloglucosidasa,
para hidrolisis de almiddn. En este método no se hidroliza la proteina presente en la muestra
aunque si se procede a la hidrélisis de la que estd presente en el residuo. La aplicacidn de
este método a diferentes tipos de hortalizas llevé a la conclusion de que se podia evitar el uso

de enzimas en el andlisis de fibra en muestras con bajo contenido de almidén y proteina.

Recientemente se ha llevado a cabo un estudio interlaboratorio en el que se comparan los
resultados obtenidos por este método con los obtenidos por el de la AOAC para las mismas
muestras (manzanas, albaricoques, repollo, zanahorias, cebolla y fibra de soja). Los

resultados del estudio atn no han sido publicados (Li y Cardozo, 1993).
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Métodos sin enzimas habian sido ya propuestos por McCance (1936) que realizaba la
extraccién con etanol al 80% para dar una fraccién cuyo contenido en almiddn, proteina y
cenizas, se determinaba por separado y se restaba del peso del residuo. Autores como
Siddiqui (1989) han sugerido que el contenido total de fibra alimentaria puede ser evaluado
determinando el contenido de agua, almiddn, proteina y cenizas y restdndolos del residuo

insoluble en alcohol.

La comprension del significado de los métodos enzimatico-gravimétricos es importante dado
que el tratamiento enzimdtico estd presente también en los métodos que se agrupan bajo la
clasificacién de cromatogréficos.

6.4. METODOS DE FRACCIONAMIENTO

6.4.1. Método de Southgate

Este método (Southgate, 1969) permite un fraccionamiento de diferentes compuestos
adinitidos como fibra alimentaria. Este fraccionamiento especifico no se habia logrado hasta
ese momento y va a ser la base conceptual de los métodos cromatogrificos. El método
permite el fraccionamiento en: polisacdridos solubles en agua, hemicelulosas, celulosa y
lignina. Cada una de estas fracciones se cuantifica mediante colorimetria. El esquema es
técnicamente simple puesto que sélo emplea aparatos sencillos. Es un método largo ya que
requiere varios dias para completarlo. Permite un grado limitado de fraccionamiento que
debera ser seguido por un analisis cuantitativo con métodos razonablemente especificos. Los
resultados sugieren que las diferentes colorimetrias dan un andlisis virtualmente completo para
los carbohidratos no disponibles que tienen algin significado nutricional y en el campo de la
quimica de los polisacdridos. Estos resultados estdn de acuerdo con estudios mds detallados

de paredes celulares de las plantas.

Southgate utiliza takadiastasa para la eliminacién de almidon. Esta enzima es una potente
amilasa que desaparecid del mercado cuando dejé de utilizarse con fines industriales. Realiza

la hidrdlisis de celulosa con H,SO, 72% (p/v), a 0-4°C durante 24 h, y la hidrélisis de
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hemicelulosas con H,S0; 5% (p/v) a 100°C. Las determinaciones colorimétricas presentan
el problema de las interferencias. Las hexosas interfieren en el método de pentosas y el

método de dcidos urdnicos es poco especifico.

Southgate sefiala ademds un hecho que muy pocos autores indican y es que las pruebas de
recuperacién tal como se entienden convencionalmente, no pueden ser aplicadas en la
determinacién de carbohidratos no disponibles. Es imposible simular las condiciones de la

pared celular cuando se anaden polisacdridos purificados a una muestra base.

6.4.2. Otros métodos de fraccionamiento

Se incluyen dentro de este apartado los métodos de Anderson y Clydesdale (1980a) y de
Monte y Maga (1980). Cada uno de estos métodos resulta de una combinacién y/o
modificacién de métodos anteriores que permitan obtener valores separados para biopolimeros
solubles en agua fria y caliente asi como de sustancias pécticas totales, hemicelulosas,

celulosa y lignina.

Para la hidrélisis de almidén y proteina el primero de estos métodos utiliza pepsina y
pancreatina, mientras que el segundo utiliza amiloglucosidasa y tripsina. Este ditimo método

permite obtener hasta trece fracciones diferentes dentro de la fibra alimentaria.

6.5. METODOS CROMATOGRAFICOS

En primer lugar se describirdn las caracteristicas generales comunes a todos ellos y después
se hard una descripcion mds detallada de métodos propuestos por diferentes investigadores
teniendo en cuenta las distintas variantes de cada uno de ellos.

Estos métodos constan fundamentalmente de cuatro pasos:

-Tratamiento enzimdtico para la eliminacion del almidén.
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-Hidrdlisis dcida de polisacdridos.
-Identificacién
-Cuantificacién de los monosacdridos, bien por Cromatografia de Gas-Liquido (GLC)

6 bien por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).

Las técnicas que se aplican al andlisis de fibra permiten la identificacién de diferentes
monosacdridos procedentes de los polisacdridos, componentes mayoritarios de la pared
celular. Asfmismo, existe la posibilidad de aproximarse al conocimiento de la disposicion de
los enlaces entre dichos polisacdridos. Ahora bien, no suministran ninguna informacién mds.

E! desarrollo de estos métodos va parejo a dos problemas que ya surgieron con anterioridad:

-La utilizacién de métodos eficaces para la eliminacion de almiddn y la reproduccion
de las condiciones fisiolégicas.

-El debate sobre la definicién de fibra.

Ademds incorporan, l0gicamente, nuevas dificultades analiticas tipicas de la metodologia:

-Hidrélisis de polisacdridos a monosacédridos.
-Formacion de derivados voldtiles de dichos monosacdridos que puedan ser analizados
por GLC o neutralizacion del hidrolizado obtenido para su andlisis por HPLC si las

caracteristicas de la columna lo exigen.

Todos estos problemas son abordados por diferentes investigadores aunque de una forma
paulatina. Establecer un orden cronolégico de autores y fechas es muy difictl dado que las
investigaciones sobre los distintos aspectos se desarrollan de forma paralela e independiente
lo cual hace que ciertas mejoras introducidas por unos tarden un tiempo en ser incorporadas

por otros.

6.5.1. Cromatografia de gas-liquido: GLC

En este apartado de la memoria figuran aquellos autores que han dado lugar al desarrollo de
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diferentes métodos para GLC, en los cuales han ido introduciendo modificaciones a lo largo
del tiempo y, que, en algunos casos son fruto de interesantes estudios interlaboratorio. En
este sentido cabe destacar la importancia de los siguientes grupos de investigacion:

- Theander y colaboradores.

- Englyst y colaboradores.

- Selvendran y colaboradores.

Entre estos investigadores, Theander ha estudiado mds a fondo al problema de la hidrélisis
enzimdtica del almidon, Englyst se ha dedicado fundamentalmente al proceso de
derivatizacién y Selvendran destaca por considerar la fibra alimentaria dentro del contexto de
la pared celular y, ademads, en sus trabajos se incluyen muy frecuentemente detalles sobre la
estructura de las paredes relativos a los tipos de enlaces entre polimeros y disposicién

estructural de los mismos,

Estos autores no han incidido particularmente sobre el estudio de las condiciones de hidrolisis

de los polisacdridos no almidoén.

-Grupo de Theander y col. (Swedish University of Agricultural Sciences. Uppsala.

Suecia)

Destacan por sus estudios acerca de la hidrélisis enzimdtica de almiddn necesaria para la
determinacion de fibra alimentaria. Este grupo de trabajo considera el almidén resistente
como parte de la fibra alimentaria, asi como la lignina Klason. Fraccionan la fibra en
insoluble y soluble, haciendo especial hincapié en la problematica de extraccion de la fraccién
soluble. La hidrdlisis de almiddn la realizan siempre incorporando como enzimas «-amilasa
termoestable (termamyl) y amiloglucosidasa. La enzima termamyl es una amilasa bacteriana
que al actuar sobre el almidén de patata a 85°C durante 45 minutos lo degrada completamente
a sacdridos dializables. No libera cantidades detectables de azicares al actuar sobre un §-
glucano purificado de semilla de cebada o sobre un arabinoxilano de cebada 6 sobre celulosa

de algoddn (Theander y Aman, 1979a).

Proponen realizar la hidrdlisis de almidén en diferentes momentos durante el andlisis de fibra
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(Theander y Aman, 1979b). Indican dos variantes para un mismo método: A y B. En la
variante A realizan la hidrdlisis de almidén antes del fraccionamiento en fibra insoluble y
soluble, mientras que en la B se determina un residuo insoluble previamente a la
determinacion de almiddn. Esta se realiza independientemente y se resta del valor del residuo
obtenido. Esta modificacion puede dar lugar a error en muestras con elevada proporcion de
almidén y baja proporcion de fibra por eso se sustituyé el B por un esquema de
fraccionamiento C en el que el almiddn se elimina antes del aislamiento del residuo de fibra.

La fibra soluble se precipita con etanol y la fibra que se obtiene es la total (Theander, 1983).

Con el tiempo, Theander y Westerlund (1986) modifican las condiciones de hidrélisis con
termamyl para alimentos procesados, y trabajan a 96°C ya que observan que en muestras
como harina procesada por extrusién puede quedar aproximddamente un 1 % de almiddn. Esta
enzima la utilizé Asp en condiciones semejantes, pero de forma independiente en 1983. Estas
condiciones dieron resultados de gran precisién para cereales en grano. Aunque esta enzima
fue también utilizada por Neilson y Marlett en 1983, estos autores inclufan el tratamiento con
ultrasonidos comprobando que se reduce la eficacia. Se observa que hay una buena
correlacién entre los métodos A y C, y entre B y C cuando la muestra no tiene mucho

almidodn.

En el denominado método de Uppsala, Theander y col. (1990) incluyen dicha enzima junto
con amiloglucosidasa aconsejando estudiar la actividad degradativa de la fibra que presentan
las enzimas que hidrolizan el almidén. En general, el tratamiento enzimdtico que se propone
en el método de Uppsala consume mds tiempo que el que necesitan los tratamientos
enzimdticos del método de la Association of Ofticial Analytical Chemists (Prosky y col.,
1988) y el de Englyst (1991). Estos dos métodos incorporan también termamyl, el de la
AOAC desde los primeros estudios y el de Englyst por primera vez. Recientemente se ha
llevado a cabo un estudio interlabortorio del método de Uppsala y los resultados estdn siendo

evaluados en el momento presente por la AOAC (The Referee, AQAC 1992).

Las muestras utilizadas por el equipo de Theander son fundamentalmente cereales y derivados

y hortalizas con elevado contenido en almidén (patata y guisante).
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Otros aspectos de la problemdtica de la determinacion de fibra alimentaria, considerados por

este grupo, se seflalan a continuacién.

En relacidn con la fibra soluble se observa que, el tipo de solucién empleada en la extraccién
condiciona el valor obtenido, no sélo cualitativamente sino también cuantitativamente.
Asimismo, en el liquido que queda después de la precipitacién de la fibra se observa un
porcentaje importante de la misma sobre todo en alimentos procesados. La determinacién de

lignina se realiza por filtracion y posterior gravimetria.

Analizan también dcido acético y cindmico sefialando que estdn formando ésteres con los
componentes poliméricos de la fibra. Se observan porcentajes importantes de estos dcidos en

algunas de las muestras estudiadas: maiz y remolacha azucarera.

En lo referente a la comparacion fresco-procesado si detectan modificaciones que son

obviadas por Englyst (1991).

En cuanto a las condiciones de hidrdlisis, estos autores utilizan H,SO, muy diluido ( 0.4-0.1
M) para las hidrolisis secundarias, y en cuanto a las condiciones de derivatizacion siguen el
método de Sawardeker (1965) de formacion de acetatos de alditol y el de Sweely (1963) de
formacion de derivados de trimetilsilano. En 1986, incorporan las modificaciones propuestas
por Englyst y Cummings (1984) y que se detallardn a continuacién en el apartado dedicado
a este autor. Como caracteristica peculiar de Theander y col. se puede destacar el andlisis de

dcidos urdnicos por descarboxitacidn.

-Grupo de Englyst v col. (Dunn Clinical Nutrition Centre. Cambridge. Reino Unido).

Este grupo investigador, en el que destaca H. Englyst, se dedica desde hace aflos al estudio
de la determinacién de fibra alimentaria por métodos cromatograficos previa hidrélisis. Sus

estudios se han centrado principalmente en el paso de la derivatizacion.

Segtn el método publicado en 1982 (Englyst y col., 1982) digieren el almidén con a-amilasa

y pululanasa. Se hicieron ensayos con otras enzimas comprobindose que su capacidad de
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hidrdlisis no era suficiente y que en algunos casos tenfan actividad hemiceluldsica.

Observan que el procesado de los alimentos puede dar lugar a retrogradacién del almiddn
gelatinizado y este fenémeno lo haria resistente a la hidrélisis con «-amilasa. Este almidén
puede ser solubilizado con una solucién de hidréxido potdsico 2ZM, hidrolizado con
amiloglucosidasa y determinado como almidon resistente. Se intentd la dispersién con cloruro
de litio que en principio se mostrd eficaz pero que ha de ser eliminado antes de adicionar
enzimas. Para acelerar el proceso se necesitan elevadas temperaturas y ello da lugar a

pérdidas.

Neutralizan con carbonato de bario, comprobdndose que este paso conlleva una cierta
dificultad. La reduccidn y acetilacion son procesos lentos y tediosos. La reduccién implica
el tratamiento con una solucidn de tetraborato sddico en amoniaco, mezclar y dejar 2 horas,
anadir metanol al residuo y evaporar a sequedad. La acetilacion se realiza anadiendo
anhidrido acético y calentando durante dos horas a 120°C. Dividen el método en tres

procedimientos que permiten obtener diferentes tipos de fraccionamiento.

Un nuevo diseiio del método data de 1984 (Englyst y Cummings, 1984). Dispersan el almidén
con dimetilsulféxide (DMSO) que es un agente eficaz en la rotura de enlaces de hidrégeno
intermoleculares. Se facilita la reaccidén de acetilacién afiadiendo N-metilimidazol como
catalizador que acelera la reaccion y utiliza NH,OH para neutralizar. Modifican el resto del
procedimiento anadiendo octan-2-ol, a continuacién una solucidn de borohidruro sédico en
amoniaco 3M dejando 1h a 40VC. Posteriormente se aniade dcido acético glacial y a una parte
alicuota de la solucion acidificada se le anade N-metilimidazol seguido de anhidrido acético.

A partir de aqui se pueden seguir dos procedimientos:

a) Anadir agua y diclorometano (Englyst y Cummings, 1984).
b) Anadir etanol y mezclar, a continuacién anadir agua, KOH 7,5 M y mezclar,
repetir la adicion de KOH 7,5 M y mezclar. Dejar reposar hasta que se separen las dos fases

(Englyst y Cummings, 1984; Englyst y Cummings, 1987 y Englyst y Cummings, 1988).

Después de un estudio interlaboratorio llevado a cabo por Englyst y col. en 1987 (Englyst y
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col., 1987; Englyst y col., 1987) se suprime definitivamente la utilizacion de carbonato de

bario como agente neutralizante.

En todos estos métodos se mantienen constantes las condiciones de hidrolisis. La
solubilizacion e hidrélisis de celulosa se realiza con dcido sulfirico 12 M a 35°C 1h seguido
de 4cido sulfirico 1 M 2 h,

Este método permite como alternativa la determinacién colorimétrica del hidrolizado

utilizando 4cido dinitrosalicilico en caliente (Englyst y Hudson, 1987).

Existe muy buena correlacion entre los resultados obtenidos para el método por cromatografia
de gases y los resultados obtenidos por colorimetria en un elevado ntimero de alimentos
pertenecientes a diferentes grupos: cereales, hortalizas, frutas y frutos secos (Englyst y col.
1988).

La evolucién de estos métodos ha permitido pues el establecimiento de las condiciones
Optimas para la determinacién de polisacdridos no almidon (NSP) en alimentos frescos y

procesados.

En 1992 Englyst y col. proponen una nueva modificacién de su método. Se observa una
tendencia a la disminucién del tiempo global que dura el método, mediante una reduccién en
los tiempos de cada etapa. Destaca entre todas las modificaciones la introduccién de termamyl
y pancreatina, enzimas que ya utilizaban Asp y col. en 1983, y la modificacién en las
condiciones de hidrdlisis, La hidrdlisis primaria se realiza con una mayor cantidad de 4cido

sulfirico.

Sefala, ademds, que no hay necesidad de dividir los NSP en fracciones soluble e insoluble,

luego se puede omitir el paso necesario para dicha divisién.
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-Grupo de Selvendran y colaboradores. (AFRC Institute of Food Research. Norwich.
Reino Unido).

Los trabajos de Selvendran y col. se caracterizan fundamentalmente por hacer referencia,
continuamente, al tipo de tejido en el que se encuentran localizadas las paredes celulares que
constituyen el marco de la fibra alimentaria. Este grupo realiza numerosos estudios
monogréficos dedicados a este tema (Selvendran 1984; Selvendran y col., 1987; Selvendran
y Verne 1990). Han propuesto un método en el que poco a poco van introduciendo variantes
que le permiten adaptarse a todo tipo de alimentos evitando asi las limitaciones tipicas de

olros métodos.

La novedad principal introducida por Selvendran y col. consiste en aislar lo que llaman
"material de la pared celular” antes de proceder al andlisis de fibra y es lo que otros autores
denominan residuo de fibra alimentaria. Para ello utilizan el siguiente tratamiento: el tejido
himedo se somete a la accidn de un molino de bolas y después se trata secuencialmente con
deoxicolato sodico acuoso al 1% (p/v), fenol/dcido acético/agua y dimetilsulféxido (DMSQOY)
al 90% en agua (v/v). Los efectos de coprecipitacién se minimizan aislando el material de la
pared celular bajo condiciones en las que la tendencia a asociarse con moléculas

citoplasmadticas, especialmente enlaces de hidrégeno, es minima (Selvendran y col., 1979b).

Los efectos disolventes del deoxicolato sédico se deben a que interacciona con regiones

hidrofilicas y lipofilicas de proteinas.

El fenol/4cido acético/agua extrae proteinas residuales, el deoxicolato sdédico adsorbido y
lipidos, en virtud de una fuerte accidn disociativa del fenol y su capacidad para formar

enlaces de hidrégeno.

Se estudid el sistema de homogeneizacion utilizado observando, mediante examen
microscdpico, que la utilizacidn del triturador y el modelo de tejido himedo fueron necesarios
para desintegrar la estructura celular. E! tejido molido himedo es homogéneo y tiene la
ventaja de ser fdacilmente aislado por centrifugacién. Favorece asimismo la eliminacion

absoluta de almidon mediante métodos quimicos o enzimiticos. Para cereales se obtuvo un
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tamaiio de particula en el material de la pared celular de 50 a 150 um de longitud y de 15 a
25 um de anchura. Tamafios mds grandes se obtuvieron para tejidos lignificados (Selvendran
y Dupont, 1980).

Se comprobé que no se producia degradacion en los polisacdridos en un ensayo realizado en
muestras de almidén de patata y lisozima. Los resultados sugieren que los polimeros de la
pared celular no se degradan bajo estas condiciones. Sin embargo el molido del material seco
durante 48 horas redujo el tamailo total de particula a 5-15 um y puede causar, por tanto,

algo de degradacion de los polimeros de la pared celular (Selvendran y Dupont, 1980).

El material asi obtenido estd virtualmente libre de almidén, proteinas y otros compuestos
interferentes. Para alimentos con elevada proporcién de almidon combina el tratamiento
anterior con un ataque enzimdtico con a-amilasa y pululanasa, evitando el uso de

amiloglucosidasa por su actividad hemiceluldsica.

Selvendran y col. (1979b) prueban diferentes tipos de hidrélisis y métodos de acetilacién para
el estudio de la composicion monomérica del material de la pared celular, llegando a la
conclusion de que la hidrolisis de Saeman (H,S0,; 72% p/p 3 h a 20°C y H,SO, 2N 2 h a
100°C) es la que da mayor liberacion de aziicares frente a la utilizacion de H,SO, 2N durante

5 horas y dcido trifluoroacético.

El andlisis de composicién monomérica incluye también las sustancias pécticas que no se
pueden extraer totalmente del material de la pared celular con solventes acuosos inorganicos
y los polimeros aislados que no se pueden solubilizar con dcido mineral diluido. Para facilitar
la solubilidad recomiendan un tratamiento preliminar con pectinasa. Comprueban que el
H,S0, al 72% promueve una rapida solubilizacion de los polisacaridos de la pared celular,
incluidas las sustancias pécticas. La descarboxilacion de los residuos de dcidos urénicos de

las sustancias pécticas que se produce durante €l tratamiento con dcidos minerales diluidos

es minima.

Dentro de la fase de derivatizacidn, en la acetilacion utilizan la reduccion con borohidruro

sodico y como catalizador piridina.
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También realizan el andlisis de metilacion segin el método de Hakomori (1964) separando
en fracciones solubles e insolubles en cloroformo/metanol. Este estudio reveld la naturaleza
de los principales enlaces glucosidicos presentes en el material de la pared celular. La
hidrélisis dcida gradual de dicho material hizo posible evaluar la fuerza relativa de algunos

enlaces glicosidicos.

El material de la pared celular puede ser utilizado también para realizar una extraccion

secuencial, con diferentes tratamientos, en funcién del tipo de tejido que se esté analizando:

-para tejidos parenquimatosos:
- agua caliente
- oxalato acuoso en caliente
- KOH IN y 4N
-para tejidos lignificados: realiza un tratamiento de deslignificacion que permite la
obtencién de la holocelulosa a la cual aplica extraccién secuencial con
- agua caliente
- DMSO
- KOH IN y 4N

En los tejidos parenquimatosos se vio que, en el material de la pared celular, las sustancias
pécticas solubilizadas por agua caliente eran mds esterificadas que los polimeros solubles en
oxalato. Los polimeros solubles en dlcali contenfan xiloglucanos y otros polisacdridos y una
pequefa cantidad de sustancias pécticas y el residuo final {«-celulosa) contenfa ademds de

celulosa, algunas glicoproteinas y pequenas cantidades de sustancias pécticas.

A partir de estas observaciones desarrollan estudios detallados de fraccionamiento de
glicoproteinas, encontrando que una gran proporcién de glicoproteina rica en hidroxiprolina
estaba asociada a la fraccién de a-celulosa y que la mayor parte de ella podia liberarse por

tratamiento con cloruro sédico y dcido acético.

Por sus estudios indican que, en tejidos parenquimatosos, se puede partir del residuo insoluble

en alcohol, haciendo la determinacién de proteinas. Para tejidos ricos en almidon es mas
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adecuado utilizar el material de la pared celular.

En 1990 Selvendran publica ciertas conclusiones en relacion con el enfoque que ha de darse
a los métodos de fibra alimentaria. Al desarrollar métodos para el fraccionamiento de la pared
celular se ha puesto de manifiesto que el tracto gastrointestinal puede estar implicado
activamente en el fraccionamiento de la fibra alimentaria durante el trdnsito intestinal y, por
lo tanto, puede ser mds ventajoso investigar la quimica de la fibra alimentaria en linea con
este aparente fraccionamiento, en lugar de insistir en la correlacién de los efectos fisioldgicos
Unicamente con la ingesta cuantitativa como fibra total ¢ erréneamente como fibra soluble

mediante andlisis quimico.

Esto se puede hacer extensivo para no considerar el que todas las fibras de cereales
constituyen una fuente de fibra diferente y, de forma semejante, todas las fibras de las frutas
y verduras son otra fuente distinta puesto que dentro de los cereales como, de hecho, dentro
de las frutas y hortalizas, existen diferencias estructurales y composicionales. Estas
diferencias pueden ser responsables de los efectos mds que las diferencias generalmente

asunuidas como debidas a los individuos.

Existen otros autores que parten del residuo insoluble en alcohol para el estudio de fibra
alimentaria. Bittner y col. (1982) lo utilizan fundamentalmente para verduras pobres en
almidon y proteina, maiz, guisante y patata. Realizan la determinacién de almidén en el
residuo insoluble en alcohol, aunque no analizan proteina y pretenden resolver con este
método las dificultades de los métodos gravimétricos. Sefialan que los resultados obtenidos

para patatas son comparables con los obtenidos por otros autores.

Bittner y Street (1983) aplican también este método al estudio de forrajes.

Dentro de los estudios de andlisis de metilacion destacan los de Brillouet (1982) y Brillouet

y Carré (1983) en el campo de las leguminosas.
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6.5.2, Cromatografia liguida de alta eficacia: HPL.C

Si en el caso de la aplicacién de la cromatografia de gases al estudio de fibra alimentaria se
han llevado a cabo numerosos estudios, 1a cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) ha

sido muy poco experimentada en este campo.

Aunque el andlisis de hidrolizados de pared por HPLC aparece relativamente pronto en la
bibliografia, (Conrad y Palmer, 1976), no se aplicard a la fibra como tal hasta un tiempo
después. El primer estudio en este sentido se debe a Barton y col. en 1982 y va referido al
andlisis del residuo neutro detergente de forrajes. La resolucion que obtienen para la muestra
de patrones es satisfactoria, sin embargo, en el andlisis de las muestras, la proporcién de
azicares presentes so6lo permite separar xilosa, arabinosa y glucosa. La galactosa no se separa
de la glucosa, quedando como un hombro en la pendiente descendente de €sta y la ramnosa
no es detectada. En alimentos para el ser humano lo aplican por primera vez Slavin y Marlett
en 1983. Estos investigadores analizan el residuo neutro detergente de una dieta baja en fibra

asi como del residuo fecal obtenido después de la ingesta de la misma.

Como puede verse por las fechas, la incorporacién a alimentos destinados al ser humano es
bastante tardia y los trabajos encontrados analizan un niimero reducido de alimentos. Ademds
€s curioso que en estos trabajos, escasos en ndmero, aparezcan dos: Slavin y Marlett (1983}
y Quigley y Englyst (1992), que en su concepcidn obedecen a un doble objetivo, por un lado
el estudio de las posibilidades que ofrece esta técnica y, por otro el estudio de materiales
biolégicos, como heces. Este ultimo hecho es muy poco frecuente en investigacion sobre

metodologia de fibra alimentaria.

Slavin y Marlett (1983) comparan las posibilidades que ofrecen dos tipos de columnas, una
de silice (Microbondapack Carbohydrate, Waters Assoc.) y otra de intercambio idnico

(Aminex HPX-85 Carbohydrate column, BioRad).

Cuando los restduos FND del alimento y de las heces se analizaron en la columna de silice
se detectaron ramnosa, arabinosa, xilosa y glucosa. Dado que en las muestras predomina la

glucosa, siendo algo superior al 75% de los azicares totales encontrados, no pudo detectarse
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ni manosa ni galactosa que eluyen a ambos lados de la glucosa respectivamente. La columna
Microbondapack no detectd celobiosa. En la columna de metal pesado, utilizada por estos
mismos autores, galactosa y ramnosa coeluyen. La separacion de todos los aziicares se
completé en 25 min. Fueron analizados celobiosa, glucosa, xilosa, arabinosa, manosa y

galactosa/ramnosa.

Estos autores comprueban que no hay variacién importante en la cuantificacién realizada en
los azicares al utilizar ambas columnas, lo que es una evidencia indirecta de la exactitud del
método. Slavin y Marlett se decantan en esta ocasién por el método que lleva la columna de
intercambio idnico debido a una serie de razones, ademds de su capacidad para separar mas

azucares.

Neilson y Marlett (1983) utilizan la columna de intercambio idnico HPX-87P (BioRad).
Seiialan los aspectos positivos de sencillez y rapidez en el andlisis, aunque la columna tiene
ciertas limitaciones:

-No se separa ramnosa de galactosa.

-La sensibilidad del detector de indice de refraccion es menor que la del detector de

ionizacién de llama (FID) empleado en cromatografia gaseosa.

A finales de los 80 se incorpora a la tecnologia de HPLC un nuevo detector, el de impulso
amperométrico (PAD). Este detector serd utilizado por Garleb y col. (1989) y por Quigley
y Englyst (1992).

Es de sefialar que Garleb y col. aplican esta técnica al andlisis de monosacdridos que se

encuentran en materiales fibrosos pero nunca a residuos de fibra previamente aislados.

El paso de neutralizacidn se resuelve muy ventajosamente frente a los procedimentos
utilizados en trabajos anteriores (Ba(OH), y CO,Ba). Utiliza una resina de intercambio iénico

BioRad AG4-X4 que neutraliza el hidrolizado dcido.

El método de Quigley y Englyst (1992) resuelve el problema de la neutralizacidn utilizando

una precolumna que precede a las columnas analiticas, lo cual facilita enormemente la
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prictica de laboratorio. Ademds, el método descrito por estos autores permite la separacion

de monosacdridos y hexosaminas.

En ambos casos se indica que los métodos son muy exactos, precisos y con gran resolucion

aparte de su sencillez y rapidez.

En el momento presente, en el seno de la Comunidad Economica Europea (Bureau
Communitaire de Référence: metrologia aplicada y andlisis quimicos) se estdn llevando a cabo
estudios interlaboratorio que permitan certificar el contenido de fibra alimentaria en materiales

de referencia.

Los métodos empleados son AOAC (Proky y col., 1988), Englyst y col. (1992), Quigley y
Englyst (1992) y Uppsala (Theander y col., 1990). Las muestras objeto de estudio son: pan
blanco, pan integral, mezcla de pan blanco e integral y cereales para el desayuno. El objetivo
de estos trabajos es llegar a conseguir una buena reproducibilidad y repetitividad de resultados
para un mismo método, sin entrar en ia discusién de las diferencias cuantitativas que puedan

presentarse entre ellos ni en la discusidn del concepto de fibra alimentaria.
Estos estudios se caracterizan por las numerosas modificaciones a que estdn siendo sometidos

los protocolos propuestos inicialmente hasta llegar a unas condiciones analiticas que permitan

lograr el objetivo propuesto.
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7. INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS SOBRE LA
FIBRA ALIMENTARIA.

Desde un punto de vista general, el procesado de alimentos tiene gran importancia en la

actualidad y ello por diferentes razones. Varela (1984) destaca las siguientes:

-El cocinado es una caracteristica tipica del comportamiento humano con una base
claramente evolutiva que diferencia al hombre de otros animales.

-Las técnicas culinarias constituyen una herencia socio-cultural.

-El interés por la gastronomia y el placer de comer han ido creciendo de forma

importante en el mundo desarrollado en los ultimos tiempos.

Existe numerosa bibliografia dedicada al estudio de las modificaciones experimentadas por

los componentes de los alimentos (Tressler, 1961; Boltman, 1978; Holdsworth, 1979).

Para el caso de la fibra alimentaria el examen bibliografico revela que se afronta el tema
desde diferentes puntos de vista. Por un lado se analizan las modificaciones cuantitativas. En
este caso, cada método de andlisis da lugar a unos resultados diferentes para una misma
muestra y un mismo procesado tiene diferentes efectos sobre distintas muestras. Ahora bien,
aunque la consideracién mds ampliamente difundida es sdlo cuantitativa, es interesante
conocer lo que sucede en esta fraccion y sus potenciales componentes, dada la posible
trascendencia fisiolégica de una variacién no sélo cuantitativa sino también cualitativa (Pilnik
y Voragen, 1984; Amado, 1992).

Existen, asimismo, importantes estudios dedicados a la explicacién de los mecanismos

mediante los cuales se justifican los dos tipos de variaciones.

A continuacidn se pasard a exponer un breve resumen de los hallazgos en estos dos campos:

-Modificacion cuantitativa.
-Modificacion cualitativa y relacion entre la textura y las modificaciones

experimentadas por los componentes fibrosos: explicacion de mecanismos.
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Un aspecto importante a considerar es el hecho de que estos estudios van a tener, en ciertos
casos, utilidad para la industria (Todd y col., 1989; Artz y col., 1990). También se pueden

aplicar para el aprovechamiento de ciertos residuos en agricultura (Barl y col., 1986).

7.1. MODIFICACIONES CUANTITATIVAS

Las tablas de composicion de alimentos reflejan los componentes de ciertos alimentos
procesados. Asi las tablas Souci-Fachmann-Kraut (1986/87) incluyen los datos de fibra
alimentaria para algunos alimentos procesados. El método utilizado es el enzimdtico-
gravimétrico de Schweizer y Wirsch (1979). En Estados Unidos se han elaborado unas
tablas, con propdsitos unicamente de investigacion, sobre el contenido de fibra alimentaria
de algunos alimentos procesados incluyendo productos de panaderia, pastelerfa y cereales de
desayuno, cereales y derivados, frutas y verduras y preparados comerciales que las contienen,
y legumbres y frutos secos (United States Ministry Of Agriculture, HNIS/PT 106). En este
caso, utilizan el método enzimdtico-gravimétrico de la AOAC. Se considera en ambos casos
diferentes procesados, pero sélo se aportan datos expresados como g/100 g de sustancia fresca

y nada se comenta acerca de posibles variaciones.

En 1988 Englyst y col. (1988) y Englyst y col. (1989) publican una serie de trabajos
dedicados al estudio de la influencia de distintos procesados en diferentes grupos de
alimentos. Utiliza el método disenado por su equipo (Englyst y col., 1988) y concluye que

no existen diferencias significativas en ninguno de los casos estudiados.

Estas tres fuentes de informacién proporcionan datos de fibra alimentaria para un producto

fresco y su correspondiente procesado, sin embargo presentan una cierta anarquia en cuanto

a dos hechos:

-No profundizan en cada tipo de procesado.

-No dan cuenta de los cdlculos que se han seguido para determinar los contenidos en
fresco y en el correspondiente procesado, ni en las condiciones en que ambos datos son

comparados. Esto hace que sea muy dificil hacer un andlisis de los resultados.
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Estos dos hechos se observan reiteradamente a lo largo de la bibliografia. El primero de ellos
es en cierto modo légico dado que la investigacion de cada autor se va a centrar en un
numero limitado de muestras y de tratamientos. Sin embargo, el segundo es mds dificil de
entender. Son muy pocos 10s autores que explican la forma en que se han hecho los cilculos
que permiten establecer una comparacion légica (Bomben y Hudson, 1977; Carroad y col.,

1980; Zyren y col., 1983; Reistad, 1984; Nyman, 1984; Nyman y col., 1987; Nyman, 1990).

A continuacion se expondran brevemente los resultados de diferentes investigadores para cada

tipo de procesado en diferentes muestras.

A la hora de establecer una clasificacion de los resultados obtenidos por diferentes autores
se pueden seguir varios criterios:

-Segiin el método de andlisis empleado,

-Segtn ¢l tipo de procesado.

-Segun el tipo de alimento.

Dado que en la bibliografia el criterio que predomina a la hora de elegir uno u otro método
se basa en consideraciones particulares de cada investigador y que es muy diffcil aunarlos se

opta por elegir una clasificacion en funcidn del tipo de alimento.

Para cada muestra se han estudiado diferentes procesados, evaluando sus efectos por distintos

métodos segiin [os autores.

Se han desarrollado numerosos experimentos en hortalizas. En la mayoria de ellos se estudian
los tratamientos por coccion en el seno de agua. Destaca el niimero de alimentos estudiados
por Herranz y col. (1981, 1983) y Vidal-Valverde y col. (1983), entre los cuales se
encuentran algunos con mayor contenido en proteina y almidén. En estas muestras se procede
a la coccion y se determinan Fibra Neutro Detergente (FND) y Fibra Acido Detergente
(FAD), celulosa, hemiceluiosas, lignina y sustancias pécticas. Los resultados expresados
como g/100 g de materia seca indican generalmente un aumento de FND y FAD y celulosa

y un descenso de sustancias pécticas.
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En la patata la coccidn da lugar a un aumento de fibra insoluble (Varo y col. 1983), un

descenso de FND y un aumento de celulosa.

El tratamiento de coccion a presion (Varo y col. 1984) a distintas temperaturas 100°C, 120°C
y 130°C da un aumento significativo de celulosa, en los polisacdridos no celuldsicos solubles
en agua se produce un aumento de galactosa y hay descenso en dcidos urdnicos, mds
acusadamente a 130°C. Para los polisacdridos no celuldsicos insolubles en agua hay un

aumento de glucosa y un descenso de galactosa.

Varo y col., (1984) observan en el tratamiento por microondas un aumento en el contenido
de fibra total de forma menos importante que en el tratamiento por autoclave. En los
polisacdridos no celuldsicos insolubles en agua no hay grandes cambios en glucosa y

galactosa,

Durante el horneado se produce un aumento en el contenido de fibra total y de celulosa (Varo

y col. 1984) cuando se aplica el método de Englyst (1981) modificado por Varo.

La fritura da un aumento de fibra alimentaria y de celulosa, y descenso del valor de la fibra

neutro detergente (Varo y col. 1983).

En tomates se estudia la coccién a presion en distintas condiciones de temperatura 100°C,
120°C y 130°C (Varo y col, 1984). Los polisacdridos no celulésicos solubles en agua
aumentan a 100°C y descienden a 120 y 130", Lignna y celulosa disminuyen a 130°C
siendo los cambios significativos. El tratamiento en autoclave con acidificacién del medio
produjo los mismos efectos que en €l caso de la patata. El tratamiento por microondas
produce un aumento en los valores de polisacdridos no celuldsicos insolubles en agua, no hay
grandes cambios en glucosa y galactosa pero si en los valores de polisacdridos no celul$sicos.

El horneado produjo un aumento de lignina y celulosa de todos los constituyentes.

En judias verdes el cocinado a presion produce un descenso en los valores de FND, FAD,
celulosa y lignma (Vidal-Valverde y Frias, 1991), y el blanqueado y €l enlatado no tienen

ningin efecto (Nyman y col., 1987). En judias verdes en puré se produce un descenso en
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sustancias pécticas durante el hervido en los primeros momentos de la coccidn para pasar,
a medida que esta prosigue, a una destruccion total de las mismas (Anderson y Clydesdale,

1980).

El escaldado de espdrragos (96°C 4 min) se estudia mediante los valores de FAD y Fibra
Insoluble (FI), determinada por el método de Asp (Heredia y col., 1992). En la fraccién de
FAD no hay modificaciones aunque se detecta un aumento de celulosa, posiblemente debido
a productos de condensacion tales como fenoles, proteinas y azicares, originados como
consecuencia del tratamiento térmico. Hubo aumento de proteinas y pérdida de una gran
cantidad de hemicelulosas que fueron evaluadas como la diferencia entre F1 y FAD una vez

corregida por cenizas y proteinas.

En guisantes hay un descenso en los valores de FND, FAD, celulosa y lignina (Vidal-
Valverde y Frias, 1991) durante el cocinado a presion. El blanqueado y el enlatado no

producen ningun efecto (Nyman y col., 1987).

Reddy y Sistrunk (1980) observan en batatas que al cocinarlas en horno tradicional y en horno
microondas tienen un contenido més elevado de sdlidos totales, que puede ser responsable de

parte de las diferencias halladas.

Las batatas cocinadas en horno tradicional tienen mayor cantidad de sustancias pécticas que

las cocinadas por otros métodos.

Al cocinar en horno microondas obtienen mayor cantidad de hemicelulosas y celulosa. El
hervido y la coccién al vapor da lugar a una cantidad de celulosa superior en el caso del

segundo tratamiento.

Las batatas procedentes de distintos cultivares no reaccionan de igual forma a los diferentes

métodos de cocinado: la pectina soluble en agua y la hemicelulosa se asociaron a estas

diferencias entre cultivares.

En legumbres Vidal-Valverde y col. (1992) observan que el cocinado de las lentejas
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previamente humedecidas redujo la cantidad de fibra alimentaria debido a una pérdida drdstica

de hemicelulosas, aunque celulosa y lignina aumentaron.

En lentejas, se ha estudiado, aparte de la variacién cuantitativa de la fibra alimentaria que se
produce al procesar los alimentos, también los posibles factores de la pared celular que

pueden influir en la mejor o peor coccion de diferentes tipos de lenteja (Bhatty, 1990).

El salvado de trigo durante el hervido experimenta un descenso en la fraccién soluble en agua
y en la fraccién acidica de hemicelulosas siendo este dltimo muy importante. Asimismo se

sefiala un aumento de lignina. El horneado produce un aumento en el contenido de lignina

(Anderson y Clydesdale, 1980b).

Hasta aqui se ha hablado de alimentos analizados individualmente. Sin embargo, la mayor
parte de los alimentos que consumimos han sufrido un proceso mucho mas complejo, dado

que previamente se han mezclado con otros para dar como resuftado "alimentos elaborados

o platos complejos”.

En este sentido existen trabajos dedicados al pan (Barber y col. 1984) y algunos a platos
elaborados tipicos de la cocina espaiiola (Redondo y Villanueva, 1987 ; Diez y Villanueva,
1988).

Barber y col. (1984) analizan los cambios producidos en el contenido de fibra alimentaria
durante el proceso de fermentacién en la elaboracion del pan. Determinan fibra bruta, FAD

y FND, lignina y celulosa.

En la fermentacion de la masa base a pH 6, el contenido de FND aumenta, apenas varfa en
la de la masa final, y disminuye ligeramente en la de la masa panaria, aunque esta

disminucidn es estadisticamente no significativa,

El contenido de FAD se mantiene pricticamente constante en todas las masas de pH inicial

6. Lo mismo sucede con la celulosa; la lignina no cambia.



En la fermentacién a pH 4,6 el comportamiento es similar excepto el de la masa base cuyo

contenido de FAD disminuye un 10%.

En el proceso directo, el contenido de fibra neutro detergente (FND) aumenta un 10% en las
dos primeras horas de fermentacidn, después se mantiene practicamente constante. El
contenido de fibra 4cida detergente (FAD), celulosa y lignina no varia durante todo el
proceso. El incremento de FND durante la primera etapa de la fermentacion se debe,
probablemente, a las hemicelulosas, ya que el FAD permanece constante; la pérdida
simultdnea de otros constituyentes de la masa, tales como CO; y etanol no llega a justificar

aquél.

Redondo y Villanueva (1987) aplican el método de fibra bruta y los métodos detergentes
dcido y neutro a seis platos de la cocina espafiola: puré de hortalizas, paella valenciana, pisto
manchego, judias verdes rehogadas, revuelto de habas y coliflor al natural. Comparan los
valores obtenidos en el plato sin cocinar y cocinado. A partir de los resultados obtenidos se
observa que en la fibra bruta, determinada por el método de Sharrer-Kruschner, sdlo se
aprecian diferencias significativas entre fresco y procesado en las judfas verdes rehogadas y
en el revuelto de habas, que se traducen, atendiendo al tanto por ciento de retencién, en un

descenso de 27% (R = 73%) y del 12 % (R = 88%).

En la fibra dcido detergente (FAD) las diferencias significativas corresponden, ademds de a
los mismos platos que en el caso anterior con pérdidas de 19% (R = 81%) y 13% (R =
87 %) respectivamente, al pisto manchego que desciende su contenido en un 15% (R =85%).
La fibra neutro detergente sufre pérdidas estadisticamente significativas iinicamente en paella

valenciana, un 19% (R = 81%) y en el pisto manchego 1% (R = 99%).

7.2. MODIFICACIONES CUALITATIVAS

El segundo punto a considerar es la modificacidn estructural que experimenta la fibra

alimentaria durante el procesado.
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Este hecho se viene constatando desde hace tiempo (Mattheé y Appeldorf, 1978). Indican que
las hortalizas procesadas muestran una mayor desintegracién en el estomago que las hortalizas
frescas. Wyman y col. (1976) encuentran que el salvado cocinado tiene menor efecto que el
fresco en el peso de las heces. McConell y col. (1974) observan que el cocinado no tiene
efecto en la capacidad de retencion de agua de los vegetales, pero si en la capacidad de
intercambio catidnico. Hellendoorn y col. (1975), utilizando un método enzimatico para la
determinacién de fibra, asi como el método de la AOAC para fibra bruta, no detectan ninguna
diferencia en el contenido de fibra de alimentos para el consumo humano después de cocinar

e indica que la mejora en la digestibilidad es mds de naturaleza fisica que quimica.

El procesado puede alterar las propiedades fisico-quimicas de la fibra y, por tanto, también
sus efectos fisioldgicos. Los hallazgos en este terreno pueden aportar una valiosa informacion,
hoy dia necesaria, para aclarar el significado del concepto de fibra alimentaria y cudles son

los componentes que la integran.

Dentro de este campo hay relativamente pocos trabajos. Destacan los de Pilnik y Voragen
(1984) por sus estudios de las modificaciones en las propiedades fisicas de las sustancias
pécticas, en los que proponen la utilizacién de técnicas adecuadas que permitan la evaluacién
de las modificaciones sufridas por las sustancias pécticas en el caso particular de la

elaboracidon de zumos.

Nyman (1992) estudia la influencia de diferentes procesados (congelado, blanqueado,
cocinado y enlatado) en la distribucion de pesos moleculares y la viscosidad de la fibra
soluble, ademds estudia la fermentabilidad y la capacidad de hinchamiento de la fibra
alimentaria en guisantes y zanahorias. Observa que se produce una despolimerizacién de la
fibra soluble en zanahorias y judfas verdes después del tratamiento por microondas, hervido
o enlatado. También observan correlacién entre el grado de polimerizacion y la viscosidad.
Esto puede ser importante para el metabolismo de carbohidratos, donde la viscosidad tiene

gran importancia.

Estudia inuestras de zanahorias pertenecientes a dos cosechas diferentes. En una de ellas la

fermentabilidad se vié muy afectada por el procesado. La fibra en productos que son
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blanqueados antes de la congelacién son mds resistentes a la fermentacién que las que son
congeladas crudas o cocinadas. Estas diferencias en la fermentabilidad se reflejan en Ia
capacidad de hinchamiento fecal. En la otra cosecha de zanahorias y en los guisantes la

fermentabilidad es similar después de todos los procesos.

Lintas y col. (1992) estudian los efectos del cocinado tradicional y del procesado industrial
sobre los polisacdridos en diferentes legumbres. La variacion més importante se produce en
el almidén. El almiddn resistente y las fracciones lentamente digestibles predominan en las
legumbres crudas. Después del cocinado, la cantidad de almidén resistente es altamente

reducida y es digestible un porcentaje mds elevado de almidon.

Champ y col. (1990) investigan la influencia del cocido a presion en las propiedades fisico-
quimicas de la fibra de la pulpa de remolacha azucarera, en la que observan que no hay
modificacion sobre las propiedades fisioldgicas de la fibra soluble y de la insoluble tras el

tratamiento con autoclave.

Muchos de los cambios de las caracteristicas de textura de los vegetales se han relacionado
con cambios en los constituyentes fibrosos. Asi pues es importante relacionar estos cambios
de textura con los que experimenta la fibra alimentaria. Brandt y col. (1984), en un estudio
realizado con judias, coliflor, patatas, guisantes y maiz cocidos en soluciones de diferentes
pH, observan que las hortalizas procesadas son mds firmes a pH 4 y més blandas a pH 10.
Las hortalizas que estdn mds influidas por €l son las que tienen mds modificaciones en los
componentes de la fibra. Asocian este hecho con los componentes solubles encontrados en

el medio de coccidn que son los que reflejan los cambios de la textura.

En realidad el fendmeno mds estudiado es el mecanismo por el cual se modifican las

sustancias pécticas durante el proceso de coccién.

Waldron y Selvendran (1990) realizan un estudio en el que sefialan que los cambios de
textura, anteriormente mencionados, ocurren como consecuencia de la extraccién de calcio
de la region de la ldmina media por agentes quelantes adecuados ej. citrato, y también debido

al proceso de B-eliminacién de degradacién de pectinas. Estos dos procesos favorecen la
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separacion de las células. La degradacidn de pectina de manzana por B-eliminacién ha sido
estudiada durante el calentamiento en tampdn fosfato a pH 7, y estas condiciones son

semejantes a 1as que se dan en las hortalizas durante el hervido.

Estos resultados muestran que hay una descomposicidn de las pectinas que se puede producir
durante el hervido de las hortalizas. Para poder predecir los efectos de la degradacidon B-
eliminativa de los polisacdridos de la fibra alimentaria se compararon los efectos
experimentados por el material de la pared celular purificado cuando se trata con agua
caliente y con oxalato en caliente y con dcido diamino ciclohexano tetraacético (CDTA) a
20°C.

Los resultados muestran que los polisacdridos liberados con CDTA son ricos en dcidos
urdnicos con algo de arabinosa y galactosa. Por el contrario los polisacdridos liberados tanto

por agua caliente como por oxalato caliente contienen cantidades considerables de galactosa.

Se comparan también los residuos de a-celulosa que permanecen después de la extraccion
subsiguiente no degradativa con dlcali. Mientras que la a-celulosa de las paredes celulares
extraidas con CDTA es rica en galactosa, este monosacdrido se encuentra en poca cantidad
en la a-celulosa extraida con oxalato. Se puede concluir, segiin estos autores (Waldron y
Selvendran, 1990), que la liberacion de galactosa por el calor se debe a una depolimerizacién,

mientras que en condiciones no degradativas permanece en la fraccion de a-celulosa.

Otros fendmenos que se han analizado como responsables del cambio de textura son los
cambios en la cristalinidad de la celulosa en zanahorias. Holdsworth (1979) recoge los
estudios realizados por Schrumpf y Charley sobre las modificaciones de textura de zanahorias
cocinadas al microondas. Estos autores indican una pérdida de peso de un 34,2% utilizando
el microondas, compardndolo con un 15,7% en el método tradicional de coccidn. El cocinado
al microondas también causa algo de deshidratacién del tejido, aumentando la cristalinidad
de los geles de los carbohidratos de la pared celular originindose un aumento de la
resistencia. En batatas el cocinado al microondas produce una textura mds grosera que se

asocia a una unién mds fuerte entre los polisacdridos después de la coccidn.
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II PARTE EXPERIMENTAL



1. DISENO EXPERIMENTAL

1.1. PLANTEAMIENTO

El objetivo fundamental de este trabajo es el conocimiento de las modificaciones que puede
experimentar la fibra alimentaria y los azicares solubles de algunas hortalizas de consumo
frecuente en Espana sometidas a la accion de un proceso térmico. Se hace especial hincapié

en la fibra alimentaria por su interés y actualidad cientifica.

Una vez revisados los conocimientos que actualmente existen en torno a la fibra alimentaria

se pueden deducir las siguientes consideraciones:

-No existe uniformidad de criterios en cuanto al concepto de fibra alimentaria y su

determinacion analitica.

-l.os resultados obtenidos en alimentos sometidos a tratamientos térmicos son

diferentes segiin el método analitico empleado.

-Entre }a gran variedad de métodos existentes, los que proporcionan mayor
informacidn sobre la composicién monomérica de los polimeros que constituyen la fibra

alimentaria son las técnicas cromatograficas.

Teniendo en cuenta el estado actual del tema, la planificacién del trabajo se ha realizado de

la siguiente forma:

-Eleccion de tres hortalizas de consumo frecuente en Espafia: zanahoria, remolacha

y nabo.

-Puesta a punto de la metodologia apropiada para el andlisis de fibra alimentaria y de

la fraccién de azucares solubles.
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-Estudio de las variaciones que se producen en la fibra alimentaria y aziicares solubles

de las muestras seleccionadas una vez sometidas a proceso de coccidn.

-Andlisis estadistico de los resultados y valoracion de los mismos.

1.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se han seleccionado las siguientes hortalizas en funcién de su consumo frecuente y de su

similitud botanica:

- Zanahoria: (Daucus carota L. var. sativa)
- Remolacha: (Beta vulgaris L. var. cruenta)

- Nabo: (Brassica napus L. var. sculenta).

Las hortalizas objeto de estudio se han adquirido en mercados minoristas de Madrid en
cantidad suficiente para llevar a cabo el esquema experimental disefiado. Una vez en el
laboratorio se elimina la piel y la parte comestible se trocea en piezas de peso homogéneo,
distribuyéndolas después en tres grupos: I, Il y III. Cada grupo se divide en dos partes
1guales, una de las cuales se reserva en fresco y la otra, procedente de cada uno de los grupos
se procesa en distintos momentos. Las condiciones de procesado utilizadas son: autoclave a
121°C de temperatura y 1 atmdsfera de presién durante 15 minutos, anadiendo 300 mL de
agua (Esquema n® 2). Después del tratamiento térmico se separa la muestra cocida del liquido

de coccidn.

Tanto las porciones sin procesar (fresco), como las procesadas, se liofilizan en un liofilizador
Terruzzi-Mevilsa mod. TP-3, con superficie de carga de 0,3 m? dotado de equipo de
registro, dispositivo de termovacio y programador. Las temperaturas alcanzadas en el proceso
de liofilizacion han oscilado entre -3°C en la fase de congelacién y 20°C en la fase de

desecacidn, de tal forma que las modificaciones estructurales sean minimas. A continuacion

se homogeneizan y se conservan en frascos de vidrio herméticamente cerrados, a una
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temperatura de 5°C y en ausencia de la luz.

Se han estudiado tres lotes diferentes de cada hortaliza y, como se ha indicado, cada lote se
divide en tres grupos. Los lotes se adquirieron en dias distintos entre los meses de abril y

Jjunio.

2. METODOS ANALITICOS

Las determinaciones analiticas se han llevado a cabo mediante los métodos que figuran en el
esquema n® 3 y que se detallan a continuacién. Los reactivos empleados en cada caso se

encuentran en el Apéndice de Reactivos.

2.1. HUMEDAD

Se evalda por la pérdida de peso que experimenta el material liofilizado respecto al fresco.
Se determina en partes alicuotas contenidas en viales que se liofilizan al mismo tiempo que

el total de la muestra.

Los cdlculos se realizan de la siguiente forma:

100.X
Humedad (g/100 g) =
p

donde:
X = diferencia de peso entre la muestra fresca y la liofilizada.

P = peso de muestra contenido en el vial.
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2.2. FIBRA ALIMENTARIA

Entre la gran cantidad de métodos existentes para el andlisis de fibra alimentaria, en el

presente trabajo se han seleccionado los que se especifican a continuacidn.

2.2.1. Métodos gravimétricos

2.2.1.1. Métodos detergentes

Se fundamentan en el tratamiento de la muestra con soluciones detergentes en caliente para
obtener la fibra alimentaria expresada como fibra neutro detergente (FND) y fibra dcido

detergente (FAD) (Van Soest y Wine, 1967; Van Soest, 1963b) (Esquema n? 4).

a) Método detergente acido
Segiin las indicaciones de Van Soest (1963b) se pesa una cantidad de muestra entre 0,5 y 1,0g
y se lleva a un matraz de fondo redondo de 500 mL de capacidad y esmerilado. Se afiaden
tres o cuatro perlas de vidrio, para regular la ebullicion, y [00 mL de la solucion detergente
de bromuro de cetil trimetil amonio a2 pH 1,5. A continuacion el matraz se lleva a una placa
calefactora y se calienta a reflujo; una vez aicanzado el punto de ebullicidn se mantiene
durante 1 hora. El contenido del matraz se filtra a través de un crisol de vidrio de placa
filtrante (n® 2), previamente calcinado y tarado, con ayuda de vacio. El crisol Ileva una capa

de lana de vidrio para facilitar la filtracion.

El matraz se lava con agua destilada caliente (90-100°C) y los liquidos de locién se filtran
por el crisol. Finalmente el residuo se lava dos veces con acetona. El crisol junto con el
residuo se deseca en estufa (100°C) durante toda la noche. Se enfria en desecador y se pesa.
Posteriormente se calcina en horno mufla a 500°C (3 horas). Se enfria en desecador y se

pesa. De esta determinacion se obtiene el valor de las cenizas.
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Calculos:
100 (X-X")
FAD (g/100 g) =

P
donde;

X = Peso del crisol con residuo desecado.
X’ = Peso del crisol con residuo incinerado.
P = Peso de la muestra.

el residuo FAD estd constituido, fundamentalmente, por celulosa y lignina.

b) Método detergente neutro
El fundamento es el mismo que en ¢l caso anterior (Van Soest y Wine, 1967). La solucién
empleada tiene lauril sulfato sédico como detergente y el procedimiento sehala tomar un peso
de muestra comprendido entre 0,5 y 1 g, anadir 100 mL de la solucién detergente, cuyo pH

debe estar comprendido entre 6,9 y 7,1 y mantener en ebullicion regular durante 60 minutos.

Permite la determinacién de un residuo sélido denominado fibra neutro detergente {FND)

formado por celulosa, hemicelulosas y lignina.

2.2.1.2. Método enzimdtico-gravimétrico: Método de Asp

Se fundamenta en el aislamiento del residuo de fibra alimentaria mediante el tratamiento de
la muestra con dos enzimas: pepsina y pancreatina. El residuo asi obtenido se evalta por
gravimetria (Asp y col., 1983). Dentro de los métodos gravimétricos, presenta la peculiaridad

de analizar tanto fibra insoluble como soluble (Esquema n® 5).

Se toman 0,4 g de muestra, se afaden 20 mL de agua y se somete a la accién del calor en

un bafo de agua hirviente durante 20 minutos para proceder a la gelatinizacién del almidén.

A continuacidn se enfria a temperatura ambiente y se ajusta el pH a 1,5. Se anaden 15 mg

de pepsina y se lleva a incubacién con agitacion a 40°C durante 2 horas.

134



MUESTRA
LIOFILIZADA

|

|

Y

TRATAMIENTO CON
i SOLUCION DETERGENTE
N EN CALIENTE

FILTRACION A VACIO

SOLUCION DETERGENTE
NEUTRA

SOLUCION DETERGENTE
ACIDA

RESIDUO

!

Y

INCINERACION

?’

RESIDUQO - CENIZAS ‘

FIBRA NEUTRO DETERGENTE

]

FIBRA ACIDO DETERGENTLE

Esquema n° 4, Métodos detergentes.




GELATINIZACION ]

MUESTRA

LIOFILIZADA

i

INCUBACION CON PEPSINA

(2h/40°C)

!

INCUBACION CON PANCREATINA

(2h/40°C)

|

’ LIQUIDOS DI LAVADO “

RESIDUO

RESIDUQO - CENIZAS - PROTEINA = FIBRA INSOLUBLLE

l INCINERACION

4

( RESIDUO - CENIZAS = FIBRA SOLUBLE

R S —
) FILTRACION A VACIO ,’
|
FIQUII)OS DE FILTRADO ] RESIDUO
- e
..... [
- ~ i
/ ,
- 4 Volumenes de
D= L Teranor )
b v
Y . § —
i
PRECIPITACION ‘ INCINERACION 1 ANALISIS DE PROTEINAS
o - S .
FILTRACION ’7”7"*7*” ’_'
,, RESIDUQ - CENIZAS /
L S — . /
. ;
,,,,, I R . /
l l ~\ /’

Esquema n® 5. Método de Asp.




Transcurrido este perfodo de tiempo se ajusta el pH a 6,8 y se afiaden 25 mg de pancreatina.
Se incuba en las mismas condiciones que en el caso anterior y posteriormente se ajusta el pH

a 4,5. Para ajustar el pH se utilizan soluciones de dcido clorhidrico e hidréxido sddico.

Ajustado el pH a 4,5 se filtra sobre un crisol de vidrio de placa filtrante (n* 2), previamente

incinerado y tarado, con ayuda de vacio. Se obtiene asi un liquido filtrado y un residuo

sdlido.

Al liquido filtrado se le afiaden cuatro volimenes de etanol para precipitar la fraccién soluble
y se deja en reposo durante 1 hora. A continuacién se filtra sobre otro crisol de vidrio de
placa filtrante (n° 2), previamente incinerado y pesado, y se lava con etanol dos veces y con
acetona. Se lleva el crisol a estufa (100°C) durante toda la noche. El crisol con el residuo se
enfria en desecador y se pesa. A continuacidon se incinera en mufla a 500°C durante 3 horas,
se enfria y se pesa. El residuo seco al que se resta el peso de las cenizas, se corresponde con

la fibra soluble (FS), formada fundamentalmente por sustancias pécticas.

Cialculos:
100(X-X")
FS (g/100 g)=
P

donde:
X = peso del crisol con residuo desecado.
X’ = peso del crisol con residuo incinerado.

P = peso de la muestra.

El crisol con el residuo obtenido tras la primera filtracién se lleva a estufa (100°C) durante
toda la noche. Se enfria en desecador y se pesa. A continuacién se incinera en mufla
(500°C), y se vuelve a enfriar y pesar. El residuo sélido, libre de cenizas y de protefnas, se
corresponde con la fibra insoluble (FI), formada fundamentalmente por celulosa,

hemicelulosas y lignina.
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Cilculos:
100(Y-Y")
FI (g/100 g) =
P
donde:

Y = Peso crisol con residuo desecado.
Y’= Peso criso! con residuo incinerado.

P = Peso de muestra.

En los residuos FAD, FND y FI se lleva a cabo la determinacion de las proteinas gue no son
solubilizadas y que permanecen en los residuos después del correspondiente tratamiento. En
el caso de los detergentes esta determinacién no estd indicada en el método pero se ha
realizado para conocer, al igual que en el método enzimdtico, la eficacia del tratamiento
respecto a la eliminacion de proteinas. La determinacion en los residuos de fibra, asi como
en las muestras, se realiza segiin el método Kjeldahl (AOAC, 1990a). Se obvia la descripcion
del método por no ser objeto de este estudio sino meramente un complemento de los métodos
descritos y estudiados. De la misma forma que en ¢l caso de las proteinas, en las muestras
también se determina el contenido de cenizas (AOAC, 1990b) para poder calcular la eficacia
de eliminacién de las mismas por parte de los métodos detergentes y del enzimadtico-

gravimétrico. Por las razones indicadas anteriormente se omite la descripcion del método.

2.2.2, Métodos cromatogrificos

Los métodos cromatogrificos para el andlisis de fibra alimentaria se fundamentan en el
andlisis de los monosacdridos obtenidos tras la hidrdlisis de los polisacdridos que la forman.
Los monosacdridos son separados, cuantificados y a partir de ellos se obtienen los valores

correspondientes a los polisacdridos. El analisis implica tres etapas :

- Aislamiento de la fibra alimentaria.
- Hidrdlisis de los polisacdridos.

- Separacion y cuantificacion de monosacdridos utilizando el sistema cromatografico

adecuado.



a) Aislamiento del residuo de fibra alimentaria (Englyst y Cummings, 1988)
Se introduce, en un tubo de capacidad aproximada de 60 ml, una cantidad de muestra
comprendida entre 100 y 200 mg. Se afiaden 2 mL de dimetilsulféxido (DMSQ), se cierra
el tubo e inmediatamente se mezclan los contenidos utilizando un agitador vibrador. Es
esencial que toda la muestra se humedezca y que el material no se adhiera a las paredes del
tubo. Se agita durante un periodo de cinco minutos. Se colocan los tubos en un recipiente con

agua hirviente situado sobre un agitador magnético durante 1 hora.

A continuacién se sacan los tubos uno a uno, se abren e inmediatamente se adicionan 8 mL
de tampon acetato ajustado a S0°C. Se ponen los tubos en un baiio de agua a 42°C durante
dos o tres minutos. Se afiaden 0,5 mL de solucién de w-amilasa y 0,1 mL de la solucion de

pululanasa y se mezclan en un agitador. Se incuba durante 16 horas con agitacion.

Se sacan los tubos del bafo y se afaden 40 mL de etanol absoluto. Se mezclan bien y se
dejan durante 1 hora a temperatura ambiente. A confinuacidn se centrifugan a 3500 r.p.m.

durante 10 minutos.

Se elimina el sobrenadante con una pipeta utilizando vacio y se lava el precipitado de Ia
siguiente manera: se afiade metanol al 85%, se agita para formar una suspensién con el
residuo, se centrifuga y se elimina el sobrenadante liquido igual que antes. Se lava una vez

con acetona y se elimina el sobrenadante.

En un bano de agua a 60-65°C el residuo se calienta mientras se agita en un agitador
magnético y se aplica una ligera corriente de aire. Este paso concluye una vez que estd

totalmente seco (Esquema n° 6).

b) Hidrdlisis de los polisaciridos que constituyen el residuo de fibra alimentaria.
Esta fase de la hidrélisis se realiza mediante la accion de dcidos fuertes. En la bibliografia
se describen diferentes posibilidades (Sloneker, 1971; Selvendran y col, 1979a; Barton y col.,

1982; Reistad, 1983; Petersen y col., 1984; Faulks y Timms, 1985; Englyst y Cummings,
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1988; Grahan y col., 1988; Marlett y Navis, 1988; Siddiqui, 1989), si bien se pueden reducir

en dos grandes bloques:

- Hidrdélisis con dcido sulfiirico.

- Hidrdlisis con dcido trifluorcacético.

b.1) Hidrdlisis con dcido sulfirico (Englyst y Cummings, 1988)

El tratamiento con este agente hidrolitico se realiza en dos etapas:
- hidrdlisis primaria con dcido concentrado,

- hidrélisis secundaria con dcido diluido.

Se afiaden 0,3 mL de H,SO, 12 M al residuo de fibra alimentaria aislado anteriormente. Se
calienta a 40°C durante 2 horas con agitacién. Se afiaden §,4 mL de agua para obtener H,S0O,
0,4138 M y se mantiene durante 3 horas a 100°C en un bafio de agua hirviente mientras se

agita.

Durante la hidrélisis primaria se forman ésteres sulfato con la celulosa, especiaimente en C,
y se rompen los puentes de hidrégeno entre las microfibrillas. El paso de la hidrolisis
secundaria rompe los ésteres formados en la hidrélisis primaria y regenera el monosacdrido
libre. El resto de los polisacdridos se ven afectados de igual forma por la accién del dcido

concentrado.

Después se enfria a temperatura ambiente. El hidrolizado se puede conservar durante 24 horas

a 5°C (Esquema n® 7a).

b.2) Hidrdlisis con dcido trifluorgacético (Barton y col., 1982)
El residuo de fibra alimentaria se pone en un tubo de ensayo y se aiaden 20 mL de dcido
trifluoroacético (ATF). Se calienta durante 1 hora en un bloque calefactor a 121°C.
Finalizado el calentamiento se deja enfriar el tubo a temperatura ambiente y se procede a la

evaporacion hasta sequedad en un rotavapor.
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RESIDUO DE FIBRA ALIMENTARIA

HIDROLISIS PRIMARIA
Hz80412M,2h/40°C
( Agitacion )

HIDROLISIS SECUNDARIA
Hz5040,4138 M, 3h/100°C
( Agitacién )

a) Condiciones de hidrdlisis con H,SOy.

RIZSIDUO DL FIBRA ALIMENTARIA

I

TRATAMIENTO CON ATIY
1h/121°C

&

EVAPORAR A SEQUEDAD

{ LAVAR RESIDUO CON AGUA
i Y POSTERIOR IVAPORACION
‘ (3 veees )

b) Condiciones de hidroélisis con ATF.

Esquema n® 7. Determinacion de fibra alimentaria por HPLC. Hidrdlisis del residuo.



A continuacién se afiaden 150 mL de agua y se evapora a sequedad de nuevo. Este lavado
se repite dos veces mds para asegurar una completa eliminacién de ATF. El concentrado final

se redisuelve con 5 mL de agua (Esquema n® 7b).

¢) Preparacion del hidrolizado para el andlisis cromatografico
Se utilizan diferentes tipos de sistemas cromatograficos, fundamentalmente:
-Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) que, como ya se ha indicado, es
utilizada en escaso nimero de trabajos.

-Cromatografia de Gases (GLC), ampliamente difundida.

c.1) Cromatografia Iiquida de Alta Eficacia (HPL.C)

c.1.1) Hidrolizadg _con dcido sulfiirico
Antes de realizar el andlisis cromatogrdfico es preciso neutralizar el hidrolizado (apartado
b.1.). Para ello existen diversos procedimientos descritos en la bibliografia: neutralizacion
con hidrdxido bdrico (Slavin y Marlett, 1983), con carbonato bdrico (Neilson y Marlett, 1983)
y utilizacion de la resina de intercambio idnico BioRad AG 4-X4 (Garleb y col., 1989).
Todos ellos han sido estudiados como se podrd comprobar en el apartado titulado "Estudio

de los métodos de andlisis" que figura mds adelante.

En el caso del tratamiento con Ba(OH),, se afade Ba(OH), 2 M hasta que el pH alcance un
valor de 3,5 aproximddamente y, a continuacidn, se afiade Ba(OH), 0,25 M hasta que el pH
quede comprendido entre 6 y 7. Se deja estabilizar durante [ hora y al cabo de este tiempo

se vuelve a medir el pH, reajustdndolo en caso de que sea necesario.

Cuando se utiliza BaCO;, se anaden 11 g de dicho producto a 10 mL del hidrolizado. Se mide

el pH, se comprueba que estd comprendido entre 6 y 7, y se deja estabilizar.

En ambos casos, Ba(OH), o BaCO, se forma un precipitado de BaSO,. Se centrifuga a 3500
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r.p.m. durante 10 minutos y se extrae el sobrenadante. Se lava el precipitado, habiéndose
comprobado en este estudio que se necesitan 3 lavados con 25 mL de agua para lograr unos

porcentajes de recuperacién dptimos (Grafico n°1).

Se mezclan los sobrenadantes obtenidos después de las diferentes centrifugaciones y se filtran
por filtro de 0,45 p de tamano de poro y 47 mm de didmetro (HAWPO47000), y a
continuacidn se pasa por la resina de intercambio i6nico para la eliminacion de iones bario.
Se utiliza la resina AG 50W-X8 (BioRad 142-1451) de una capacidad total de 5,1 meq/g seco.
Se ha comprobado en este trabajo que es necesario lavar la resina tres veces para lograr una

recuperacion optima de los monosacaridos.

El liquido eluido de 1a columna de resina se concentra en un rotavapor hasta sequedad, se
redisuelve en 5 mL de agua, se pasa por filtro de 0,45 p de tamano de poro y 47 mm de
diametro (HAWPO47000), y a continuacion se pasa por un cartucho Sep-Pack Plus Cj; de
Millipore Waters Associates. Se deposita en un vial y se tnyecta en el cromatdgrafo (Esquema
n® 8).

Por su comodidad y rapidez se opté por el método de neutralizacién que implica la utilizacidn
de la resina de intercambio aniénico AG 4-X4 (BioRad 140-4341), de una capacidad total de
2,8 meq/g seco. Para ello se emplea una columna preparada con 5,7 g de la mencionada
resina. Se pasan 5 mL del hidrolizado y se lava dicha columna tres veces con agua
desionizada, comprobdndose que asi se obtiene la maxima recuperacidn (Grifico n” 2). Se
toma una parte alicuota, se filtra por filtro de 0,45 u de tamaiio de poro y 47 mm de didmetro
(HAWPO47000 Millipore, S.A.}. A continuacién se pasa por un cartucho Sep-pack Cy, se

deposita en un vial y, se inyecta en el equipo cromatografico (Esquema n® 9).
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Grifico n® 1. Eficacia de los lavados del precipitado de sulfato de bario.
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Grafico n® I1. Eficacia de los lavados de la resina AG4-X4 (BiocRad).



ALICUOTA DEL HIDROLIZADO

!

Y

NEUTRALIZAR CON Ba(OH), o CON BaCO,

e E

d

DEJAR ESTABILIZAR

]
]
¥
CENTRIFUGAR
(3500 r.pm./ 10 min. )
!
: Y
LAVAR RESIDUGC
{3 veees)
!
FILTRAR Y PASAR FILTRADO POR RESINA 1
DE INTERCAMBIO [ONICO BioRad AG 50 W-X8

X
LAVAR
(3 veees )

A

CONCENTRAR A SEQUEDAD |
EN ROTAVAPOR [

R

‘ REDISOLVER CON 5 mlL DE AGUA DESIONIZADA ‘

[ -
) FILTRAR POR FILTRO MILLEX 0,45 pum

v

FILTRAR POR CARTUCHO SEP-PACK C 5 §‘

T

{ ANALIZAR POR HPLC >

Esquema n°® 8. Determinacion de fibra alimentaria por HPLC: a) Neutralizacion y

purificacién del hidrolizado.



HINROLIZADO
(5ml)

y

PASAR POR RESINA DI INTERCAMBIO [ONICO
{ BioRad, AG4-X4)

L

LAVAR RISINA CON AGUA DESIONIZADA
{ 3 veees )

'

CONCENTRAR A SEQUEDAD
EN ROTAVAPOR

|
|

REDISOLVER CON AGUA DESIONIZADA

FILTRAR POR FILTRO MILLEX 0,45 pm

Y

FILTRAR POR CARTUCHO SEP-PACK €,

( ANALIZAR POR HPLC )

.

Esquema n® 9. Determinacién de fibra alimentaria por HPLC: b) Neutralizacion y
purificacién del hidrolizado.



Las condiciones cromatogréficas son:

-Columna: Aminex HPX-87P, 300 x 7,8 mm (BioRad).
-Precolumna: 125-029 (BioRad).

-Bomba: Mod. 6000 A (Waters).

-Detector: ERC-7522 (Erma). Sensibilidad 4x.
-Integrador: Data Module Mod. 701 (Waters).
-Termostato: Haake Mod. D, (Haake).

-Bafio de agua: Mod. WH9 (Haake).

-Fase mévil: agua desionizada a 85°C.

-Flujo: 0,5 mL/min.

Célculos:
El integrador utilizado mide dreas que transforma en concentraciones aplicando un factor de
respuesta calculado durante la calibracién del integrador.

C. Factor de dilucién . 100

Monosacdrido (g/100 g) =
p

C = concentracion expresada en gramos
P = peso de muestra

V.V,
Factor de dilucion =
V, .V,

V, = volumen total de hidrolizado (mL)

[

V, = volumen de hidrolizado tomado para hacer el andlisis (mL)

V; = volumen final del hidrolizado analizado (ul)

=
I

volumen de inyeccién (ul)

c.1.2.) Hidrolizado con dcido trifluoroacético (Barton y col., 1982)
El hidrolizado (apartado b.2) una vez preparado, se pasa por cartucho Sep-Pack C, se filtra

por filtro Millex y se inyecta en el cromatdgrafo.
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I.as condiciones cromatogrificas son:

- Columna: Polygosil 60-5NH,.

- Bomba: Mod. 6000 A (Waters).

- Detector: Milton Roy Refractomonitor IV .
- Integrador: Mod. CR1A (Beckman).

- Fase movil: acetonitrilo: agua 75/25.

- Flyjo 0,9 mIL./min.

Calculos:
Hs . C. 100

Monosacdrido (g/100 g) =
Hp. P

donde:
- Hs: altura del pico de azicar en la muestra problema.
- C : concentracion de azdcar en la solucién patron.
- P : peso de la muestra expresado en g.

- Hp: altura del pico del patrén interno.

c.2.) Cromatografia de Gases (GLC) (Método de Englyst y Cummings, 1988)

Se toman 3 mL del hidrolizado obtenido con dcido sulfurico (apartado b.1) y se anaden 0,5
mL de solucién de mio-inositol utilizado como patrén interno, que contienen la cantidad
adecuada del mismo, y a continuacidn 0,6 mL de hidréxido amoénico 12 M. Se mezclan y se

comprueba si la solucién es alcalina.
Seguidamente se anaden 0,4 mL de una solucién 3 M de hidréxido amdnico que contenga 50
mg/mL de borohidruro sédico y aproximddamente 5 u] de octan-2-ol como surfactante. Se

mezcla y se deja en reposo durante 1 hora a 40°C,

Al cabo de este tiempo se afiaden 0,3 mL de dcido acético glacial y se mezcla. Se toman

0,5mL de la solucidn acidificada, se afiaden 0,5 mL de 1-metilimidazol y 5 mL de anhidrido
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ac€tico. Se mezclan y se deja estabilizar 10 minutos.

A continuacion se anaden 0,6 mL de etanol y se deja estabilizar durante 5 minutos. Se afiaden

5 mL de agua, se mezcla y se vuelve a dejar en reposo 5 minutos.

Se ponen los tubos en un bano de agua fria y se afladen 5 mL de hidréxido potdsico 7,5 M.

Al cabo de unos minutos se adicionan 5 mL mds del mismo hidréxido.

Se afiaden 0,5 mL de acetato de etilo, se tapan los tubos y se mezcla su contenido por
inversion. Se deja hasta que la separacién en dos fases sea completa. La parte superior se
transfiere 4 un vial para su almacenamiento a 5°C. Este paso se repite dos veces habiéndose

comprobado que asi se logra practicamente el 100% de recuperaciéon (Cromatograma n* 1).

Se inyecta en el cromatdgrafo de gases. Las condiciones cromatogrédficas utilizadas son:
- Columna: 30 mm x 0,32 mm de silice fundida cubierta con Durabond.

- Temperatura del inyector: 250°C.

- Temperatura de la columna: 150°C (5) 4°/min -> 250°C (5).

- Temperatura del detector: 275°C.

- Gas portador: Helio 85 Kpa.

Cdlculos:

HT . WI.100. FR . 8

Monosacdrido (g/100 g) =

HI . WT
donde:
HT y HI = alturas de los picos de la muestra problema y del patron interno
respectivamente,
WT y WI = peso de muestra problema y del patrdn interno respectivamente.

FR

factor de respuesta para cada uno de los azicares, obtenido a patir de
la calibracion con una muestra patrén de azicares analizada en paralelo

con la muestra. Se calcula de la siguiente forma:
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Hp . Pa
FR

il

Ha . Pp

donde:

Hp y Ha = altura del pico del patrén interno y del azdcar correspondiente en
la solucion patrdn.

Pa y Pp = peso del aziicar correspondiente v del patrén interno en la solucidn
patrén.

Ramnosa
Arabinosa
Mio-inositol

———————————— Xjlosa

Manosa
Glucosa
Galactosa

Cromatograma n°1. Eficacia de las extracciones con acetato de etilo. Cromatograma

obtenido para los monosacdridos después de:
1. Primera extraccion.

. Segunda extraccidn.

. Tercera extraccion.

. Cuarta extraccion.

) b

.
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2.2.3. Método espectrofotométrico; determinacién de sustancias pécticas.

Se ha seguido el método de Scott (Scott, 1979), adaptado en este trabajo. El método se
fundamenta en la formacién de un complejo coloreado al reaccionar el 3,5-dimetilfenol con
los 4cidos urénicos que forman parte de la estructura fundamental de las sustancias pécticas.
El color desarrollado se mide espectrofotométricamente, a una longitud de onda de 450 nm,

cuantificando los dcidos urénicos y a partir de ellos, las sustancias pécticas.

Este método consta de dos partes que figuran en los esquemas 10 y 11:

-Solubilizacién y extraccidn de las sustancias pécticas.

-Andlisis cuantitativo por espectrofotometria.

En el capitulo correspondiente al estudio de los métodos se detallard el estudio de la
especificidad del reactivo del 3,5-dimetilfenol frente a otro fenol ampliamente utilizado,

m-fenilfenol.

Se pesan 0,100 g de muestra que se introducen en un tubo de centrifuga y se anaden 40 mL
de metanol al 85%. A continuacidn se lleva a un agitador magnético con aplicacién de calor
(100°C), durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo se centrifuga a 3500 r.p.m. durante
10 minutos. El proceso de extraccién se repite dos veces. A partir de este extracto es donde
se realiza posteriormente el andlisis de azdcares solubles (DeVries y col., 1979; Wilson y

col., 1981; Salvo y col., 1984) (apartado 2.3 de la Parte Experimental).

Al residuo, exento de azicares solubles, se le afiaden 30 mL de una solucién caliente de dcido
oxdlico/oxalato amoénico 0,125% (pH=4,0). Se agita en caliente durante 10 minutos y
después se centrifuga a 3500 r.p.m. 10 minutos. Se extrae el sobrenadante. Se repite la

operacion tres veces y se enrasa a 100 mL con la solucidn extractiva.

El método colorimétrico utilizado, como ya se ha indicado, es una modificacién del descrito

por Scott en 1979. Se toman 0,5 mL del extracto de sustancias pécticas de la muestra en un

152



MUESTRA LIOFILIZADA
¢ 100 - 200 mg )

<i>-

ANADIR 40 ml, METANOL 85%

'

CALENTAR CON AGITACION
20 min. /100°C

f

CENTRIFUGAR
20 min. /3500 r.p.m.

Pl -
- -
T

- .
<~ REPETIR ™

\\\( 2 veces )‘//

e e

Y

SORRENADANTE (L) RESIDUO({ R )

EVAPORAR EN ROTAVAPOR ( ANALISIS DE SUSTANCIAS PECTICAS

SN T

L

REDISOLVER RESIDUG
EN AGUA DESTILADA

[ SOLUCION ( §)

f
{ ANALISIS DE AZUCARES SOLUBLES

- . ™ /7 METODODEFERRICIANURG
\ METODO HPLC ) (\ POTASICO \

Esquema n° 10. Extraccidn de aziicares solubles y aistamiento de sustancias pécticas.



RESIDUO (R )

/

EXTRACCION EN CALIENTE CON
ACIDO OXALICO / OXALATO AMONICO 0,125%

y

CENTRIFUGACION
(10 min. /3500 r.p.m.)

|

EXTRACCION DEL SOBRENADANTE

T

/’/REPET]R e
. (Zveces)

- =

Yy

¥

METODO m-FENILFENOL

METODO 3,5-DIMETILFENOIL.

’ 0,5 mL solucién anterior

|
Y

2.5 mL HSO, ¢

5 min. en hafio de agua hirviente

T
)
1

Y

i 50 uL reactivo m-fenilfenol

L

\ 10 min. en oscuridad

( Espectrofotometro )
(A =520nm)

0,5 mL solucién anterior

8 mL HSO, c.

!

i 40 min. en bafio de agua a 70°C

0,5 mL reactive 3,5-dimetilfenal

L

40 min. en oscuridad

.

. L
( ’ I:spectrofotometro
(A =450 nm)
\

\\—._//

Esquema n° 11. Extraccion y cuantificacién de sustancias pécticas.




tubo de ensayo que se lleva a un bafio de hielo y se afladen 8 mL de 4cido sulfiirico
concentrado, para hidrolizar el polisacdrido. Se agita el contenido del tubo y se lleva a un
bano a 70°C durante 40 minutos. Se saca del bafio, se enfrfa rdpidamente y se afaden 0,5 mL
de solucion de 3,5-dimetilfenol (0,1% en acético glacial). Se mantiene durante 40 minutos
en oscuridad y se lee el color desarrollado a 450 nm en un espectrofotémetro marca Perkin-

Elmer, mod. Coleman 55.

Cdlculos:

Se utiliza la siguiente férmula correspondiente a la ecuacién deducida de la recta de

calibracion:

Y = 0,0139779 X - 0,002178

donde;

X = concentracion expresada en ug/ 0,5 mL.
Y

valor de absorbancia obtenido en el espectrofotémetro.

C . Factor de dilucion . 100
dcido galacturénico (g/100 g) =

P

donde:

C = concentracion expresada en g.

100
Factor de dilucidon =

0,5

= peso de la muestra.
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2.3. AZUCARES SOLUBLES

2.3.1. Cromatografia Liguida de Alta Eficacia (HPL.C).

Para esta determinacion analitica se siguen las indicaciones de Wilson y col. (1981). Los
azicares solubles se extraen de la muestra con metanol al 85% a una temperatura de 100°C
y agitando durante 20 minutos. A continuacién se centrifuga (3500 r.p.m./10 minutos) y se
separa el sobrenadante del residuo. El residuo se emplea para la determinacién de sustancias
pécticas, como se ha indicado anteriormente (apartado 2.2.3. de la Parte Experimental), y
el sobrenadante que contiene los azicares solubles, se concentra en rotavapor y se redisuelve

con agua destilada (solucidon S) (Esquema n°10).

Se toma una parte alicuota de la solucion S y se filtra a través de un cartucho Sep-Pack Ci,.
Se toman 2,5 mL del filtrado anterior y se llevan a 10 mL con acetonitrilo. Se desgasifica
utilizando un sistema de ultrasonidos, se filtra una parte alicuota por filtro de 0,45 u de
tamano de poro y 47 mm de didmetro (HAWPO47000 Millipore, S.A.) y a continuacion se

pasa por un cartucho Sep-pack C;; y se cuantifica mediante HPLC (Esquema n© 12),

Las condiciones cromatograficas seleccionadas son:

- Columna: pBondapack Carbohydrate Analysis 300 x 3,9 mm (Waters).
- Bomba: Mod. 6000 A (Waters).

- Detector: Refractive Index Mod. 401 (Waters). Sensibilidad (4x).

- Integrador: Data Module Mod. 701 (Waters).

- Fase movil: acetonitrilo agua 75/25.

- Flujo: 0,9 mL/min.

Célculos:

C . Factor de dilucion . 100

Monosacarido (g/100 g ) =
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donde:
C = concentracidén expresada en g
P = peso de muestra

V.V,
Factor de dilucién =
V,.V,

V, = volumen de extracto total (mL)
V, = volumen de extracto tomado para el analisis (mL)
V,; = volumen de mezcla tomado para el andlisis (ul)

V, = volumen de inyeccion (ul)

2.3.2. Espectrofotometria visible

Este método (Gaines, 1973) es una colorimetria basada en la reaccion de oxidacidn-reduccidn
entre el ferricianuro potdsico y los azticares reductores. La determinacion de azicares totales
se basa en la hidrélisis de azucares no reductores a aztcares reductores, mediante hidrélisis
cuantitativa, utilizando dcido clorhidrico 1 N. De esta forma el contenido de azucares totales

puede ser determinado por andlisis de azicares reductores después de la hidrélisis.

La extraccidn de los aziicares se hace con metanol. Se trata del primer paso descrito para la
extraccion de sustancias pécticas (Esquema n® 10), y dicho extracto es utilizado también para

el andlisis de azicares solubles por HPLC.

Para el andlisis de azicares totales, se toman 10 mL de la solucién acuosa (S) (apartado
2.3.1. de la Parte Experimental) preparada anteriormente, se afladen 15 mL de 4cido

clorhidrico IN y 10 mL de agua destilada. Se hierve la solucién durante 2 minutos.
Después de enfriar se neutraliza, mediante adicién de una solucién de hidréxido sédico 10%

utilizando como indicador fenolftaleina. La solucién neutralizada se diluye convenientemente

con agua y se utiliza para el analisis de azicares totales.
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SOLUCION ( $)

Y

FILTRAR POR FILTRO MILLIPORIE 0,45 pm

DILUIR EN ACETONITRILG : AGUA (75 :25)

DESGASIFICAR POR ULTRASONIDOS

Y

FILTRAR POR CARTUCHQ SEP-PACK C,q

*

< ANALIZAR POR HPL.C \,
d

\\~ -

Esquema n° 12. Determinacion de azicares solubles por HPLC



Se toman 2 mL de dicha solucion diluida, se afiaden 8 mL del reactivo de ferricianuro
potdsico recién preparado y se lleva a 10 mL con agua destilada. Se mezcla bien la solucién
y se hierve en un bafo de agua durante 15 minutos exactamente. Se enfrian los tubos en un
bafo de hielo y se mezcla de nuevo. Se mide inmediatamente la absorbancia de las muestras

a 380 nm (Esquema n° 13) utilizando un blanco de agua.

En el momento de analizar la muestra ha de realizarse una recta de calibracién con glucosa
patron. Los valores de absorbancia obtenidos para la muestra segin la recta realizada daran
un valor de concentracion correspondiente a azucares totales (% de glucosa) en la muestra
original. Se utiliza la recta obtenida en cada caso que proporciona la concentracién de

azicares expresada en ug/mL.

Calculos:

Y = -0,00207 X + 1,483505

Y = absorbancia obtenida experimentalmente.

X = concentracién de azicares solubles expresada en pg/ml..
C . Factor de dilucién . 100

Azicares (g/100 g) =
expresados en glucosa p

donde:
C = concentracion expresada en g.
P = peso de la muestra.
V..V,
Factor de dilucién =
v,

V, = volumen total de extracto (mL).

=
I

volumen de extracto tomado para hacer el andlisis (mL).

=
I

volumen de dilucion del extracto (mL).
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SOLUCION ( 8)

(10ml,)
T T

) 15ml, CIHI N \\
) — + \
10mL AGUADESTILADA  /

Y ,

CALENTAR ( 20 min / 100°C)
Y JINFRIAR

1

¢ NEUTRALIZAR CON NaOl1 10%

:

DILUIR CONVENIENTEMENTLE

l

TOMAR DIiSOLUCION
(2ml )

ANADIR 8 mL REACTIVO FERRICIANURO POTASICO

CALENTAR (15 min./ 100°C )
Y LENFRIAR

e
]

|

/ ESPECTROFOTOMETRO \
\ {%=380nm) .

[ —— |

Esquema n* 13. Determinacién de azicares solubles por el método del ferricianuro
potasico.



2.4. ESTUDIO HISTOLOGICO Y CITOLOGICO POR MICROSCOPIA

Se pretende con ello comprobar la presencia de los componentes cuantificados y observar
las posibles diferencias, desde el punto de vista anatémico, que existen entre el material

fresco y el procesado.

Se procede al estudio de las muestras frescas y procesadas sin fijar, tras el tratamiento
correspondiente, para ser vistas al microscopio y también se realiza el andlisis microscopico

de las muestras frescas y procesadas incluidas en parafina.

2.4.1. Preparacion de las muestras para su observacién directa al microscopio

Se realizan cortes de diferentes zonas de cada una de las raices en material fresco y en el

material procesado utilizando un microtomo de mesa.

La observacidn microscopica se realiza a 100 y 400 aumentos mediante un microscopio
Reichet-Yung Microstar 110 American Optical con cdmara fotografica incorporada. Se utiliza
el material en fresco tras tratamiento con hipoclorito sodico al 50%, o bien después de

realizar alguna tincion especifica de las que se detallan en el correspondiente apartado.

Ly

2.4.2. Preparacién de las muestras para inclusién en parafina

a) Fijacién de Ia muestra.
En este proceso se trata de producir la muerte de las células sin alterar sus estructuras. El
fijador elegido ha sido la mezcla formol-dcido acético-alcohol (FAA), uno de los fijadores

mds utilizados en microscopia dptica (Johansen, 1940).

Se corta la muestra en trozos de varios milimetros de didmetro o de espesor y se coloca en

frascos de cristal que permitan un cerrado hermético, afiadiendo una cantidad de reactivo de
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fijacion que permita cubrir con holgura dicha muestra.

Se mantiene como minimo durante 24 horas. La muestra puede permanecer asi durante un
perfodo de tiempo indefinido, cerrando herméticamente los recipientes y manteniéndolos en

nevera.

b) Deshidratacién
Esta fase es necesaria porque la parafina, que es el medio de inclusion elegido, no es miscible
con el agua, y, por tanto, hay que reemplazar el agua presente en el material por solventes

OTgAnicos.

Se realiza utilizando diferentes mezclas de agua:etanol:alcohol terbutilico (ATB) de diferentes
concentraciones. Las proporciones de cada componente de la mezcla van variando
enriqueciéndose paulatinamente la proporcion de alcohol terbutilico y disminuyendo las de

agua y etanol (Jensen, 1962).

[.a muestra que habia sido previamente fijada, en frascos de cierre hermético, se somete a
tratamiento con cada una de las soluciones de agua:etanol:ATB. Cada una de estas soluciones
se denomina con el nombre de "serie del alcohol terbutilico" acompafiada de un ntiimero que

indica la proporcion total de alcohol de la solucidn. Dichas series son las siguientes:

Serie H,O (mL) Etanol 95% (mL) ATB (ml)
50 50 40 10

70 30 50 20

85 15 50 35

95 -- 45 55
100 -- 25 75
ATB -- - 100
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El tejido ha de permanecer en cada una de estas soluciones un minimo de 2-4 horas, siendo
8 horas aproximddamente el tiempo mds frecuentemente utilizado, excepto en la serie de

100% de ATB que ha de permanacer durante 24 horas, renovandose el ATB cada 8 horas.

¢) Inclusion de la muestra en parafina
El material deshidratado se infiltra en parafina fundida, que luego se deja solidificar y se

utiliza para realizar cortes con microtomo rotatorio tipo Minot.

Se utilizan diferentes mezclas de toluol-parafina. Se emplea toluol porque el ATB no es
miscible con la parafina, y el toluol es miscible con el ATB y con la parafina. Jensen (1962),

no utiliza toluol sino que pasa directamente del ATB a la parafina.

Para realizar la infiltracion se puede utilizar parafina liquida o parafina sélida (pf= 50-55°C).
En caso de utilizar parafina sélida es conveniente trabajar en una cdpsula de porcelana
afiadiendo la mezcla correspondiente de toluol-parafina en cantidad suficiente para que cubra
la muestra. La capsula con el material se lleva a una estufa cuya temperatura exceda en 5°C
de la temperatura de fusion de la parafina utilizada. Para realizar las mezclas de toluol-
parafina, conviene guardar la parafina en estufa a 60°C aproximddamente para que esté

fiquida.

En este caso se ha utilizado parafina liquida. En un frasco de vidrio, o en una cdpsula de
porcelana, se pone la solucion de toluol:parafina, a continuacion el material, y suficiente
cantidad de alcohol terbutilico para que lo cubra. Se deja un tiempo entre 6 y 24 horas.
Posteriormente se va pasando el material a las sucesivas soluciones de toluol:parafina,

dejandolo en cada una un tiempo similar, siempre comprendido entre 6 y 24 horas.

163



Las mezclas de toluol: parafina son las siguientes:

Mecla Toluol {(mL) Parafina (ml.)
1 ‘ 75 25
2 50 50
3 25 75
4 -- 100

A continuacidén se procede a realizar la verdadera inclusién en parafina, utilizando parafina
solida licuada. Puede realizarse directamente en las cdpsulas anteriores, o bien en moldes de
papel de aluminio previamente parafinados. En el fondo de la cdpsula o molde se pone una

fina capa de vaselina o glicerina que facilita el posterior desprendimiento de la parafina.

En cada molde se ponen 4 6 5 trozos de cada una de las muestras y a continuacion se anadird
la cantidad suficiente de parafina en estado liquido. Se mantiene en estufa a 60°C durante 24
horas, después se saca de la misma y se repite el proceso con parafina nueva (Jensen, 1962;

Gahan, 1984).

El enfriamiento de la parafina ha de ser lento para que no se resquebraje y pueda solidificar
en un bloque. Una vez alcanzada la temperatura ambiente se introduce en un bafio de hielo.
En éste, la parafina se contrae y se desprende del recipiente.

El bloque obtenido se puede guardar durante afos. Se envuelve en papel de aluminio y varios

bloques se pueden guardar juntos en una bolsa de pldstico en la nevera.

2.4.3. Microtomia: realizacién y recogida de los cortes

Se utiliza un microtomo rotatorio tipo Minot 1212 Leitz. El bloque de parafina solidificado

que contiene el material, se divide en tantos trozos como fragmentos de muestra incluye.
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Cada uno de estos nuevos bloques se pega con ayuda de una pequeiia cantidad de parafina,
a una pieza de madera que actuard de soporte en el microtomo. El bloque de parafina se talla
de manera que las caras de parafina sean paralelas a las caras de la muestra. La pieza asi
montada se coloca en ¢l microtomo; el filo de la cuchilia del mismo debe ser paralelo a la
superficie del corte. Los cortes se hacen de un espesor entre 16-20 u. Para obtener buenos
cortes es necesario que tanto la cuchilla del microtomo como el bloque estén lo mds frios

posible.

Una vez realizados los cortes se recogen en un portaobjetos previamente desengrasado
(mezcla toluol-éter) preparado con una fina capa de adhesivo de Haupt’s y agua. Los
portaobjetos con los cortes bien estirados se dejan 48 horas en la estufa a 40°C y se pueden

guardar de forma indefinida (Jensen, 1962; Gahan, 1984).

2.4.4. Desparafinado, hidratacién y montaje de las preparaciones

El proceso siguiente a la recogida de los cortes es el desparafinado e hidratacién de las
muestras. Para ello los portaobjetos con las muestras se van introduciendo, de forma sucesiva,

en recipientes con las siguientes soluciones y tiempos:

Solucién Tiempo (min.)
Xilol 10
Xilol: etanol 5
Alcohol 95% 5-10
Alcohol 70% 5-10
Alcohol 50% 5-10
Alcohol 30% 5-10

A continuacién se anade agua y por ultimo, el reactivo de tincidn. Si este dltimo es una

solucion alcohdlica, se puede poner en contacto con la muestra después del alcohol de 50%.
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2.4.5. Tinciones utilizadas
En el estudio de la pared celular se han utilizado los siguientes reactivos de tincidn:
-Rojo de rutenio para identificar las sustancias pécticas.

-Cloruro de zinc yodado en el reconocimiento de hemicelulosas y celulosa.

-Floroglucina clorhidrica y Verde yodo como reactivos especificos de la lignina.
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3. ESTUDIO DE LOS METODOS DE ANALISIS

Para estudiar los métodos de andlisis elegidos se han realizado los siguientes ensayos.

3.1. ESTUDIO DE LOS METODOS DE ANALISIS DE FIBRA ALIMENTARIA

3.1.1. Ensayos_de los métodos gravimétricos

Para los métodos detergentes se llevan a cabo ensayos de precision utilizando salvado por ser
un material formado bdsicamente por fibra insoluble que se puede utilizar como referencia
para otros tipos de materiales. En el caso del método enzimdtico-gravimétrico, se emplea una
mezcla de salvado y de pectina, el primero como representante de la fibra insoluble y la
segunda de 1a soluble. Los ensayos de exactitud no se pueden realizar por no existir un patrén

de fibra alimentaria.

3.1.1.1. Ensayo de precisién

Para estudiar la precision de estos métodos se procede a realizar el andlisis en igualdad de

condiciones a lo largo de diferentes dias.

a) Métodos detergentes
Se han realizado ensayos de precision tanto para el método detergente neutro como para el

detergente 4cido.
Se ha utilizado como muestra de referencia salvado, aplicando el tratamiento con los

respectivos detergentes a diez fracciones distintas del mismo material (lg) y en dias

diferentes. Los resultados obtenidos se recogen en la siguiente tabla:
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Tabla I. Ensayo de precision para los métodos detergentes.

FAD (g/100 g) FND {g/100 g)
n 10 10
X 10,94 37,56
SD 0,36 1,83
Ccv 3,30 4,88

X = valor medio; SD= desviacién estandar; CV = coeficiente de variacidn

Por los coeficientes de variacidn calculados se observa que la precision es buena en

ambos métodos.

b) Método enzimatico-gravimétrico: Método de Asp.
Se pesan 0,4 g de salvado y 0,1 g de pectina y se aplica el método enzimdtico de Asp y col.

(1983) en igualdad de condiciones diez veces en dias diferentes.

Los resultados del ensayo de precision se recogen en las dos tablas siguientes. En la primera
de ellas figuran los porcentajes de FI y FS calculados de forma independiente para salvado
y pectina respectivamente. En la segunda se calcula el porcentaje de FI, FS y FT respecto

al peso total de salvado y pectina.

Tabla II. Ensayo de precisién para el método de Asp: FI y FS.

FI (2/100 g) FS (g/100 g)
n 10 10
X 42,03 117,10
SD 3,95 11,40
cv 9,40 9,74

X = valor medio; SD= desviacion estandar; CV = coeficiente de variacion
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Tabla II1. Ensayo de precisién para el método de Asp: FI, FS y FT.

FI {(g/100 g)

FS (g/100 g)

FT (g/100 g)

n 10 10 10

X 33,62 23,42 57,04
SD 3,16 2,28 5,09
CvV 0,40 9,74 8,93

X = valor medio; SD = desviacion estdndar; CV = coeficiente de variacién

Por los resultados obtenidos se deduce que la precision es aceptable. La mayor variabilidad

que se observa respecto a los métodos detergentes se puede justificar por el uso de enzimas

que aumenta la dificultad del andlisis.

3.1.2. Ensayos de los métodos cromatogrificos

3.1.2.1. Andlisis de fibra alimentaria por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia HPLC

Los ensayos abarcardn los siguientes puntos:

a) Estudio de la hidrdlisis de polisacdridos: celulosa y xilano.

b) Separacion de monosacdridos.

¢) Estudio de la recuperacion de monosacdridos.

a) Estudio de la hidrdlisis de polisacaridos: celulosa y xilano.

En este ensayo se estudian la hidrélisis de polisacdridos con dos agentes hidroliticos

diferentes:

- &cido sulfiirico H,SO,,

- 4cido trifluoroacético (ATF).
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a.1)  Estudio de la recuperacién de polisacdridos utilizando como agente hidrolitico

acido sulftirico

El 4cido sulfirico es utilizado por Slavin y Marlett (1983) y por Englyst y Cummings (1938).
Estas dos metodologias se diferencian en la forma de llevar a cabo el aislamiento del residuo
de fibra alimentaria. Mientras que en el primer caso se analiza el residuo obtenido tras el
tratamiento de la muestra con solucién detergente neutra, en el segundo el residuo se obtiene
después de eliminar el almidén con DMSO vy aislar la fibra alimentaria con un tratamiento

enzimatico.

Respecto a la hidrélisis de polisacdridos descrita en el apartado 2.2.2. de la Parte
Experimental, que posteriormente requiere un tratamiento de neutralizacion, se han realizado
una serie de ensayos modificando las condiciones de temperatura y tiempo, concentracién del

agente hidrolitico y agente neutralizante.

a.1.1.) Hidrdlisis de celulosa

-Ensayo 1°: en primer lugar se estudiaron, las condiciones de Slavin y Marlett (1983)
que se especifican a continuacién: hidrdlisis primaria (H,SO, 72% 3 horas y T? ambiente),
hidrdélisis secundaria (H,SO, | M 2 horas ebullicién a reflujo) y neutralizacidn con Ba(OH),.
Se emplea celulosa Avicel (50 mg) y los valores medios procedentes de 5 ensayos se recogen

en la siguiente tabla:

Tabla IV. Hidrdlisis de celulosa con dcido sulfirico. Ensayo 1°,

RECUPERACION (%)
X £+ 8D Cv

Celulosa Avicel 38,53 + 4,15 10,77

X + SD= valor medio % desviacidn estindar; CV= coeficiente de variacion
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-Ensayo 2°: al observar en la bibliografia que el Ba(OH), era reemplazado por BaCO,,
y al comprobar que existfan condiciones de hidrolisis diferentes (Englyst y Cummings, 1988),
se introdujeron los cambios pertinentes en estos dos aspectos. Por tanto, en este ensayo se
realiza la hidrélisis primaria durante 1 hora a 35°C y la secundaria durante 2 horas a 100°C
{Englyst y Cummings, 1988) y se utiliza como agente neutralizante BaCO; por un lado, y
también Ba(OH),, por otro, para comprobar la influencia del cambio de agente neutralizante.
La celulosa utilizada fue 1a misma que en el ensayo 1°. Los valores medios de cinco ensayos

figuran en la siguiente tabla:

Tabla V. Hidrélisis de celulosa con dcido sulfirico. Ensayo 2°.

RECUPERACION (%)

BaCoO, Ba (OH),
X + SD CV X + SD CV
Celulosa Avicel | 44,89 + 3,18 7,08 44,92 + 3,68 8,19

X + SD = valor medio + desviacion estdndar; CV = coeficiente de variacién

-Ensayo 3°: ante la baja recuperacion de la celulosa utilizada se procede a utilizar un
nuevo tipo (Sigmacell type 20} y se le aplican las mismas condiciones en cinco ensayos. Con
estas condiciones seleccionadas (hidrélisis segin método de Englyst y Cummings (1988) y

neutralizacion con BaCQO,) se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla VI. Hidrdlisis de celulosa con dcido sulfiirico. Ensayo 3°.

RECUPERACION (%)
X + SD CV
Celulosa Sigmacell 92,99 + 2,69 2,89

X + 8D = valor medio + desviacion estdndar; CV = coeficiente de variacidn

- Ensayo 4°: al comprobar que las condiciones de hidrdlisis no daban resultados

optimos en las muestras respecto a la celulosa, se optd por modificarlas de la siguiente forma:
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hidrélisis primaria, 2 horas a 40°C e hidrdlisis secundaria, 3 horas a 100°C. Debido a las
dificultades de trabajo que supone el uso de BaCO,; y a la experiencia de Garleb y col.,
{1989), se sustituyd el agente neutralizante por una resina de intercambio i6nico (AG 4-X4
BioRad) y se comprueba el nimero de lavados necesarios para obtener una buena
recuperacién de los monosacaridos (Grafico n”2, del Apartado 2.2. de l1a Parte Experimental).
Esta metodologia es la que se emplea en las muestras objeto de estudio. Los resultados del

ensayo con celulosa (Sigmacell type 20} se recogen en la siguiente tabla:

Tabla VII. Hidrdlisis de celulosa con dcido sulfiirico. Ensayo 4°,

RECUPERACION (%)
X + SD (Y

Celulosa Sigmacell 91,88 + 2,50 2,72

X + SD = valor medio + desviacidn estdndar; CV = coeficiente de variacidn

a.1.2.) Hidrdlisis de xilano.

-Ensayo 1°: Se ha utilizado xilano (50 mg) correspondiente a dos marcas comerciales
diferentes, Fluka Biochemika y Sigma, y se les ha aplicado las mismas condiciones de
hidrélisis que en el ensayo 3°, la neutralizacién se realiza con la resina AG4-X4. Los

resultados obtenidos de cinco ensayos figuran en la Tabla Vill:

Tabla VIII. Hidrdlisis de xilano con dcido sulfiirico. Ensayo 1°.

RECUPERACION (%}

X + SD Cv
Xilano Fluka 81,09 + 2,38 2,93
Xilano Sigma 61,12 + 0,83 1,35

X + SD= valor medio + desviacidn estindar; CV= coeficiente de variacién
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- Ensayo 2°: se estudia la hidrélisis de xilano en las condiciones hidroliticas
seleccionadas para las muestras: hidrdlisis primaria, 2 horas a 40°C, e hidrdlisis secundaria,
3 horas a 100°C, y la neutralizacidn con la resina AG4-X4. Los resultados obtenidos figuran

en la siguiente tabla:

Tabla IX. Hidrdlisis de xilano con dcido sulfirico. Ensayo 2°.

RECUPERACION (%)
X £ SD cv
Xilano Fluka 81,25 + 2,20 2,67

X + SD= valor medio £ desviacidn estdndar; CV= coeficiente de variacion

a.2)  Estudio de la recuperacion de polisacdridos utilizando como agente hidrolitico

dcido triflugroacético
En este ensayo los polisacdridos utilizados han sido celulosa microcristalina utilizada en la
preparacion de dietas en investigacion animal (50 mg) y xilano de 1a marca Fluka BiochemiKa
(50 mg). Se ha llevado a cabo en el centro CIVO-TNO de Zeist (Holanda). La hidrélisis se
realiza durante 1 hora a 121°C en autoclave (Barton y col., 1982). Como puede observarse
por los resultados obtenidos, el dcido trifluorocacético hidroliza fundamentalmente

polisacdridos no celulésicos. En la tabla X se indican los resultados obtenidos de cinco

€Nnsayos:
Tabla X. Hidrélisis de celulosa y xilano con dcido trifluoroacético.
RECUPERACION (%)
X + SD CvV
Celulosa Avicel 2,85 + 0,03 0,91
Xilano (Fluka Biochemika) 80,00 + 5,21 6,51

X + SD= valor medio + desviacién estandar; CV= coeficiente de variacién

173



Los diferentes ensayos realizados indican que, de los agentes hidroliticos que mds se emplean
seglin los trabajos publicados para la hidrdlisis de los polisacdridos que forman la fibra
alimentaria, el 4cido sulfurico es el que da lugar a mejores resultados, tanto respecto a los
polisacdridos celuldsicos como a los no celuldsicos. Se ha comprobado que con diferentes
tipos de celulosa se obtienen resultados distintos y este hecho coincide con el estudiado por
otros autores {(Garleb y col., 1989). Los estudios realizados por Englyst y col., (1982) y
Marlett y Navis (1988) confirman los resultados aqui expuestos sobre el empleo de la celulosa
Sigmacell type 20 como patron de hidrélisis. El empleo del dcido trifluoroacético como
agente hidrolitico, segin los resultados obtenidos, sélo se justifica para el estudio de

polisacdridos no celuldsicos.

Los ensayos realizados revelan que se deberia utilizar como agente neutralizante del
hidrolizado una resina de intercambio i6nico como la AG4-X4 (BioRad), por los buenos
resultados obtenidos y por su facilidad de empleo frente a compuestos de bario que dificultan

mucho la prictica de laboratorio.

b) Separacién de monosacaridos
Una vez establecidas las condiciones mds adecuadas para la hidrdlisis de los polisaciridos se

estudia la separacion de los mismos por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).

Se sabe que los monosacdridos presentes en los polisacdridos que forman la fibra alimentaria

son fundamentalmente: glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, manosa y ramnosa.

Asi pues, el primer paso necesario para llevar a cabo el estudio del comportamiento de los
monosacdridos es disponer de una columna que permita la adecuada separacién de los
mismos. Existen diferentes alternativas para la separacién de estos monosacdridos en lo que
a columnas se refiere. Se puede trabajar en combinacién con un detector de impulso
amperométrico (Weber y Long, 1988; Garleb y col., 1989; Quigley y Englyst, 1992), o bien
con detector de indice de refraccion (Mercier, 1984; Vidal-Valverde y col, 1985). Este
trabajo se centra en el andlisis cromatogrifico utilizando este \ltimo tipo de detector,

habiéndose seleccionado tres columnas diferentes: dos de ellas incluyen silice-amino como
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relleno y la tercera una resina de intercambio idnico. De las diferentes columnas que se
emplean para el andlisis de los monosacédridos procedentes de la fibra alimentaria, se han
seleccionado una serie de ellas compatibles con el equipo cromatogréfico del se dispone. A
continuacién se indican las columnas estudiadas, junto con las condiciones cromatograficas,
el orden de elucidn de los azicares y las concentraciones de los mismos que permiten una
resolucion satisfactoria segiin el tipo de columna. Estos datos, asi como los ¢cromatogramas

presentados, corresponden a soluciones patrén de azicares.
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b.1) Columna gBondapack Carbohydrate Analysis 300 x 3.9 mm (Waters)
Bomba Mod. 6000 A (Waters).
Detector: Refraction Index mod. 401 (Waters). Sensibilidad 4x.
Integrador:  Data Module Mod. 701 (Waters).

Fase movil:  Acetonitrilo/agua 75/25.

Flujo : 0,9 mL/min.

Orden de elucidn de los aziicares: xilosa, arabinosa, manosa y glucosa/galactosa.

Para las siguientes concentraciones, de cada uno de los azicares, xilosa, 0,43 mg/mL;
arabinosa, 0,74 mg/mL; manosa, 0,39 mg/mL, galactosa 0,44 mg/mL se obtuvo el

cromatograma n°2:

Glucosa/Galactosa

Arabinosa

4.4]
———— 5.]9 Manosa

Xilosa

|

Cromatograma n®2. Separacion de una mezcla de monosacdridos patrén con la columna

Carbohydrate Analysis (Waters).
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b.2) Columna: Polygosil 60-5 NH, 250 x 4,6 mm. El ensayo descrito en este apartado

corresponden a un estudio que se realizé durante la estancia en el centro CIVO-TNO de Zetst
(Holanda).

Bomba: Mod. 6000 A (Waters).

Detector: Refractomonitor IV, rango 0.05R x 10 RI (Milton Roy).
Integrador: Mod. C1RA (Beckman).
Fase movil: acetonitrilo/agua 75/25.

Fluyjo: 2 mL/min.

Orden de elucidn de los aziicares: ramnosa, xilosa, arabinosa, manosa, glucosa y galactosa.

Se emplea como patrdén interno mio-inositol.

Para una concentracion de azicares de 2,9 mg/mL para cada uno de eilos se obtiene el

cromatograma n°3.
D
- =)
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|

Xilosa

Ramnosa
3.93
Arabinosa

_E’B;
4.89
5.63
Manosa
8 19 Glucosa
8.94

Galactosa
16 51 Mio-inositol

[ =] —
"
—

=

[,
ol
Cromatograma n®3. Separacion de una mezcla de monosacdridos patron en

Polygosil 60-5 NH,

la columna
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b.3) Columna; Aminex HPX-87P 300 x 7.8 mm (BioRad)
Bomba: Mod. 6000 A (Waters),
Detector: Refraction Index mod. 401. Sensibilidad 4x. (Waters).
Integrador: Data Module Mod. 701. (Waters).
Termostato: Mod. Dy (Haake).
Bario de agua; Mod. WH9 (Haake).

Fase mévil: Agua desionizada a 85°C.

Flujo: 0,5 mL/min.

Orden de elucién de los azicares: celobiosa, glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa y manosa.

Se utiliza eritritol como patrdn interno.

Para las siguientes concentraciones de cada uno de los azicares celobiosa, 0,04 mg/mL;
glucosa, 0,06 mg/mL; xilosa, 0,02 mg/mL; galactosa, 0,02 mg/ml.; arabinosa, 0,02 mg/mL

y manosa, 0,04 mg/mL se obtuvo el cromatograma n°4,
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Cromatograma n°4. Separacion de una mezcla de monosacdridos patron en la columna

HPX-87P (BioRad).
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Por los ensayos realizados sobre la separacion cromatogrifica de monosacéridos
caracteristicos de la fibra alimentaria, se deduce que la columna mds adecuada es la de
intercambio idnico HPX-87P (BioRad) por la resolucién que se obtiene y por sus

caracteristicas de uso.

¢) Estudio de la recuperacién de monosacdridos
En este apartado se estudia la recuperacion de los monosacdridos después de la accién del
dcido sulfirico en las condiciones de hidrolisis fijadas en este trabajo (2 h. a40°C y 3 h. a
100°C). El hidrolizado se neutraliza por medio de la resina AG4-X4. La columna utilizada

es la HPX-87P (BioRad).

Se prepara una mezcla de patrones formada por 70 mg de cada uno de los siguientes
azticares: celobiosa, glucosa, xilosa, galactosa, ramnosa, arabinosa y manosa. Los resultados

obtenidos después de realizar 5 ensayos figuran en la tabla XI.

Tabla XI. Estudio de la recuperacion de monosaciridos después de la hidrélisis.

RECUPERACION (%)

L X + 8D CVv
Celobiosa 99,89 + 0,58 0,58
Glucosa , 98,12 + 5,48 5,59
Xilosa 92,94 + 3,36 3,61
Galactosa/ramnosa 095,24 + 4,50 4,72
Arabinosa 90,51 £+ 3,55 3,92
Manosa 102,28 + 4,03 3,94

X 4 SD= valor medio + desviacion estdndar; CV= coeficiente de variacién

Como puede observarse por los resultados obtenidos la recuperacion es optima en todos fos

casos, no observandose degradaciones importantes en los monosacaridos.

En el centro CIVO-TNO de Zeist (Holanda) se llevé a cabo este mismo estudio con la
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columna Polygosil-Amino. Los resultados son semejantes a los obtenidos cuando se emplea
la columna de intercambio iénico (HPX-87P, BioRad) que se acaban de comentar: glucosa,
97,09 + 2,13; xilosa, 84,88 + 2,63; galactosa, 97,63 + 1,45; ramnosa, 98,79 + 2,43,
arabinosa, 87,00 + 2,62 y manosa 102,58 1+ 3,22.

3.1.2.2, Andlisis de fibra alimentaria por Cromatografia de Gases (GLC)

Este estudio se ha realizado durante Ia estancia en el centro CIVO-TNO de Zeist (Holanda).
Se incluyen en este apartado los mismos puntos que en el correspondiente al andlisis de fibra
alimentaria por HPLC:

~-Estudio de la hidrélisis de polisacaridos (celulosa y xilano).

-Estudio de la separacion cromatografica.

-Estudio de la recuperacion de monosacdridos después de la hidrélisis.

a) Estudio de la hidrdélisis de polisacdridos: celulosa y xilano
Se utiliza el método descrito por Englyst y Cummings (1988) sin modificar ninguna de sus

condiciones.

Los patrones analizados son:
- Celulosa utilizada para dietas en experimentacién animal (TNO).

- Xilano de la marca comercial Fluka Biochemika.

Tabla XII. Hidrélisis de celulosa y xilano (GLC).

RECUPERACION (%}

X £ SD Ccv
Celulosa 85,75 + 1,12 1,31
Xilano 97,15 + 1,94 2,00

X £ 8SD= valor medio £ desviacién estdndar; CV= coeficiente de variacion
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Los resultados obtenidos indican una buena recuperacién de los polisacdridos ensayados

celulosa y xilano.

b) Separacién de monosacaridos
Para el estudio de la resolucion de monosacdridos se ha utilizado un unico equipo
cromatografico: Cromatégrafo Carlo Erba Mega Series equipado con detector de ionizacién

de llama y autoinyector.

Se ha estudiado el poder resolutivo de dos columnas de diferente longitud, para cada una de

las cuales han sido utilizadas las condiciones que se indican a continuacién.
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b.1) Columna: 25 m x 0.32 mm de silice fundida cubierta con Durabond

Temperatura del inyector: 250°C

Temperatura de la columna: 200°C (10 min) 4°/min — 250°C (10 min)

Temperatura del detector: 275°C

Gas portador: Helio 85 kPa

El orden de elucidn de los azicares es: ramnosa, arabinosa, xilosa, mio-inositol, glucosa y

galactosa. Para una concentracion de 0.58 mg/mL de cada aziicar se obtiene el siguiente

cromatograma n® 5.

Wl

Ramnosa
Arabinosa

Xilosa

Mio-inositol

o
23
o

Glucosa
(zalactosa

o
&
1 =k
A

|
B

Cromatograma n®5. Separacion de una mezcla de monosacdridos patrén por cromatografia

de gases (columna: 25 m x 0,32 mm de silice fundido cubierta con durabond).
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b.2) Columna: 30 m x 0.32 mm de sflice fundida cubierta con Durabond.

Temperatura de inyector: 250°C

Temperatura de la columna; 150°C (5) 4°/min — 2507°C (5)

Temperatura del detector: 275°C

Gas transportador : Helio 85kPa

El orden de elucidn de los azicares es el mismo que en la columna anterior: ramnosa,

arabinosa, xilosa, mio-inositol, manosa, glucosa y galactosa.

Para una concentracion igual a la utilizada en el caso anterior, 0,58 mg/mL para cada aztcar,

se obtiene el cromatograma n® 6.

Arabinosa
Mio-inositol

_,
Ramnosa
Manosa

Xilosa
Glucosa

3.93
1
3

ER )

2.78
43.50 Galactosa

42
K]
$3.10

LI

Cromatograma n® 6. Separacion de una mezcla de monosacdridos patrén por cromatografia

de gases (columna: 30 m x 0,32 mm de silice fundida cubierta con durabond).
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¢} Estudio de la recuperaciéon de monosacaridos
Puesto que la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia aparece escasamente en la
bibliografia hasta este momento, se ha pretendido comparar los porcentajes de recuperacion
obtenidos por dicho método con los porcentajes obtenidos por un método mds ampliamente

utilizado, la Cromatografia de Gases.

Se utiliza el método de Englyst y Cummings (1988) tanto para la hidrdlisis de polisacaridos

como para la derivatizacidn de los monosacdridos obtenidos,

Se hace el experimento con tres cantidades diferentes de cada monosacarido (ramnosa,

arabinosa, xilosa, manosa, glucosa y galactosa): 35, 70 y 140 mg de cada azdcar.

Una vez que los azicares han sido sometidos a las condiciones de hidrdlisis {1 hora a 35°C;
2 horas a 100°C), se toma una alicuota de 5§ mL vy se diluye a 10 mL. De esta dilucion se

toman 0,3 mL para el andlisis por GLC Los resultados obtenidos son los siguientes;

Tabla XIII. Ensayo de recuperacion de monosacaridos por Cromatografia
de Gases (GLC).

RECUPERACION (%)

35 mg 70 mg 140 mg

X + 8§D Ccv X + 8D Ccv X + 8D Cv
Ramnosa 110,76 + 5,86 5,29 110,79 + 5,86 5,29 110,19 + 3,39 3,08
Arabinosa 87.46 + 2,01 2,30 88,23 + 4,39 4,97 90,71 + 2,38 2,62
Xilosa 90,05 + 2,61 2,90 91,36 + 4,060 4,44 89,90 + 3,70 4,12
Manosa 90,12 + 6,04 6,70 89,49 + 2,93 3,28 93,19 + 3,49 3,74
Glucosa 108,98 + 2,62 2,40 108,93 + 2,28 2,09 92,30 + 2,81 3,04
Galactosa 92,15 + 4,52 4,90 91,36 + 1,01 1,11 92,60 + 2,93 3,16

X £ 8D= valor medio + desviacidn estindar; CV= coeficiente de variacién
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Los ensayos de recuperacion realizados por el método de Englyst y Cummings (1988)
aplicado a la Cromatografia de Gases indican resultados éptimos independientemente de la
cantidad de mezcla patrén de monosacdridos empleada. Los resultados obtenidos por Englyst
(Englyst y Cummings, 1988) para este método son muy similares a los obtenidos en este
trabajo: ramnosa, 85,60%; arabinosa, 93,30%; xilosa, 87,70%; manosa, 90,70%; glucosa,
92,90% y galactosa, 93,90%.

3.1.2.3. Resumen comparativo de los ensayos realizados a los métodos cromatogrificos

Los ensayos realizados indican que los resultados obtenidos tanto al emplear la Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia (HPLC) como la Cromatografia de Gases (GLC), en cuanto a la
cuantificacién de monosacdridos se refiere, son semejantes, y, por tanto, que las dos técnicas

son adecuadas para realizar el estudio de los monosacdridos de 1a fibra alimentaria.

La aplicacién de la cromatografia de gases incluye, como fase preparatoria, la derivatizacion
de los azicares y la cromatografia liquida de alta eficacia, la neutralizacién del hidrolizado.
El uso de la resina del intercambio idnico (AG4-X4) simplifica mucho la neutralizacién de
forma que resulta mds sencilla y rdpida que la derivatizacion que exige la cromatografia de

gases.

El método de cromatografia liquida estudiado presenta una buena resolucion de los
monosacdridos excepto de galactosa y ramnosa que coeluyen, pero no hay que olvidar que
este dltimo azdcar es minoritario en la composicion de los polisacaridos que constituyen la
fibra alimentaria. Esta técnica permite obtener, a diferencia de la cromatografia gaseosa,

informacidn a cerca de oligosacdridos.

A partir de los estudios realizados en este trabajo, se podria concluir sefialando que las dos
técnicas cromatograficas (HPLC, GLC) son apropiadas para el estudio de la composicién de
la fibra alimentaria, y que la eleccion de una u otra puede estar condicionada por los objetivos

concretos que se pretendan y por las caracteristicas de cada laboratorio.
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3.1.3. Métodos espectrofotométricos

La espectrofotometria visible ha sido la técnica seleccionada para la determinacion de

sustancias pécticas en las muestras estudiadas.

3.1.3.1. Extraccién de sustancias pécticas

En el andlisis de las muestras se ha llevado a cabo un estudio comparativo de la eficacia de

diferentes tratamientos para la extraccidn de sustancias pécticas:

-Extraccion secuencial con un unico disolvente; solucidn de Acido oxdlico/oxalato amonico

al 0,125%, en caliente, en tres etapas.

-Extraccion secuencial en tres etapas con agua caliente, dcido oxdlico/oxalato aménico al

0,125% caliente e hidroxido sddico 0,05N.

La falta de especificidad de los distintos solventes por las sustancias pécticas en el segundo
caso asf como la posible interferencia de dcidos urdnicos procedentes de hemicelulosas
extraidos por hidroxido sédico 0,05N fueron las principales causas para descartar esta

extraccion secuencial.

En su lugar se opté por realizar la extraccion con una solucidn de dcido oxdlico/oxalato

aménico al 0,125% comprobando que dos extracciones son suficientes.

3.1.3.2. Cuantificacién de sustancias pécticas por el método del 3,5-dimetilfenol

Entre los métodos citados en la bibliografia para el andlisis de sustancias pécticas, se ha

elegido el método de Scott (1979) modificado en este trabajo (Esquema n°l1). Las

modificaciones recaen sobre el volumen de liquido extractivo utilizado en el desarrollo de la
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reaccion colorimétrica, las cantidades de muestra, las cantidades de reactivos y los tiempos
de reaccidn. Se han realizado diversas pruebas comprobandose que las mayores absorbancias

se obtienen con 40 minutos de calentamiento y 40 minutos de permanencia en la oscuridad.

Se estudia la exactitud, la precision y la recta de regresion del método del 3,5-dimetilfenol.
En recientes publicaciones se ha comparado este método con otros que utilizan como reactivo

de color m-fenilfenol y carbazol (Villanueva y col., 1990 y Rodriguez y col., 1992).

a) Ensayo de exactitud.
Se ha realizado el ensayo adicionando distintas cantidades de dcido péctico patron (25, 50 y
75 mg) a la muestra que, tras realizar las diluciones oportunas, dan lugar a diferentes
concentraciones: 10, 20, y 30 pg/mlL., a partir de las cuales se realizan diez veces los métodos

sefialados.

Tabla XIV. Ensayo de exactitud del método 3,5-dimetilfenol.

[ Ensayo de exactitud

Ac. Péctico M. 3,5-dimetilfenol
pg/mL X + SD CV
10 95.23 + 3.17 3.33

20 94.94 + 3.34 3.52

30 94.26 + 3.33 3.53

X + SD= valor medio + desviacion estandar; CV= coeficiente de variacién

La comparacién de estos resultados con los publicados por Villanueva y col., 1990 y
Rodriguez y col., 1992 indica que la recuperacion del método del 3,5-dimetilfenol es

semejante a la del m-fenilfenol, mientras que !a del carbazol ha resultado inferior.

b) Ensayo de precision.

Para comprobar la precision del método se procede a aplicar diez veces sobre diferentes
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fracciones del mismo material a lo largo de diez dias sucesivos, las tres colorimetrias.

Tabla XV. Ensayo de precisién del método 3,5-dimetilfenol.

M. 3,5-dimetilfencl

X 0,220
SD 0,007
cV 3,18

X = valor medio; SD = desviacidn estandar; CV = coeficiente de variacion

El coeficiente de variacién obtenido estd dentro de los limites aceptables. Al realizar la
comparacién de los datos obtenidos por Villanueva y col., 1990 y Rodriguez y Col., 1992
se observa que es inferior al del carbazol (CV = 4,29) y ligeramente superior al del m-

fenilfenol (CV = 1,69).

¢) Recta de regresién y coeficiente de correlacién
Se ha realizado la recta de regresion necesaria para la cuantificacion de sustancias
pécticas, por el método del 3,5-dimetilfenol, comprobando el intervalo de concentraciones

(0-60 pg/0.5 mL), preparadas a partir de dcido galacturénico en el que se cumple la ley de

Beer.

La recta de regresion correspondiente a la concentracion de las soluciones patrén de dcido
galacturénico y las absorbancias leidas en el espectrofotémetro quedan reflejadas en el gréfico

n® HI y se define mediante la ecuacion que se indica.
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Grifico n® III. Recta de regresion para el método de 3,5-dimetilfenol.



d) Ensayo de las interferencias originadas por los azicares neutros
Se hace un estudio de las interferencias originadas por azicares neutros en los métodos de
m-fenilfenol (Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973) y 3,5-dimetilfenol (Scott, 1979). Para ello
se prepara una solucion de fucosa, ramnosa, arabinosa, glucosa, galactosa y xilosa al 0,2%
a partir de la cual se realizan las dos colorimetrias, repitiendo diez veces cada una de ellas.
El método del 3,5-dimetilfenol no detecto los azicares en ninglin andlisis, mientras que el m-

fenilfenol dié ligera coloracién.

En la siguiente tabla figura el porcentaje de recuperacion obtenido para la mezcla de los

aziicares para cada uno de los métodos.

Tabla XVI. Ensayo de las interferencias con aziicares neutros.

M. m-fenilfenol (%) M. 3,5-dimetilfenol (%)
n 10 10
X 4,10 0,72
SD 0,44 0,10
Ccv 10,73 13,89

X = valor medio; SD = desviacion estandar; CV = coeficiente de variacién

Los resultados obtenidos indican que el reactivo m-fenilfenol interfiere con los azicares
neutros ensayados y que, por el contrario, €l 3,5-dimetiifenol no presenta interferencias, lo
que hace que este ltimo reactivo sea mucho mds apropiado para la cuantificacion de

sustancias pécticas.
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3.2. ESTUDIO DE LOS METODOS DE ANALISIS DE AZUCARES SOLUBLES

3.2.1. Cromatografia Liguida de Alta Eficacia (HPLC)

Para evaluar el método (Wilson y col., 1981) se ha sometido a ensayos de exactitud y

precisién, asi como al estudio de la resolucién que se obtiene.

a) Ensayo de exactitud
Para realizarlo se ha establecido el contenido cuali- y cuantitativo de azicares en las
hortalizas objeto de estudio. Se ha comprobado la presencia de fructosa, glucosa y sacarosa.
Con arreglo a las proporciones observadas en cada hortaliza se han adicionado a la muestra
diferentes cantidades de la solucidn de aziicares patrén. Tras realizar las diluciones adecuadas

se ha realizado diez veces la determinacion para cada mezcla de patrones.

- Fructosa:25 mg, Glucosa:25 mg, Sacarosa:50 mg, en 25 mL.
correspondiente a zanahoria y remolacha que representa una relacion de F:G:S (0.5:0.5:1)
- Fructosa: 25 mg, Glucosa: 50 mg, Sacarosa: Smg, en 25 mL, correspondiente a nabo que
representa una relacion de F:G:S (0.5:1:0.1).

Los resultados obtenidos son:

Tabla XVII. Ensayo de exactitud del método de Cromatografia Liquida
de Alta Eficacia (HPLC) para la determinacién de aziicares solubles.

Monosacdridos ugl25 ul X + 8D CV (%)
Fructosa 25 103,72 + 3,16 3,05
Glucosa 25 100,25 + 4,04 4,03
Sacarosa 50 102,49 + 0,30 0,29
Fructosa 25 100,20 + 0,28 0,28
Glucosa 50 104,08 + 0,26 0,25
Sacarosa 5 94,00 4+ 1,00 1,06

X + 8§D = valor medio + desviacién estandar; CV (%) = coeficiente de variacidn
— -— ¥
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Los porcentajes de recuperacidn son dptimos en todos los casos, aunque se puede indicar que

cuando la sacarosa se encuentra en pequefia proporcién dicha recuperacién es algo inferior.

b) Ensayo de precision
Se aplica el método diez veces sobre diferentes fracciones del mismo material. Los resultados

obtenidos son los siguientes:

Tabla XVIII. Ensayo de precision del método de Cromatografia Liquida
de Alta Eficacia (HPL.C) para la determinacién de aziicares solubles.

X + SD CV (%)
Fructosa 0,575 + 0,028 4,87
Glucosa 0,627 + 0,019 3,03
Sacarosa 1,750 + 0,05 2,86

X £ S§D = valor medio 1+ desviacidn estidndar; CV (%) = coeficiente de variacion

Los coeficientes de variacion de los resultados obtenidos en las diferentes determinaciones

indican que la precision del método es adecuada.

c) Resolucion de la columna gBondapack Carbohydrate Analysis
El estudio de la separacidon de los aziicares se ha llevado a cabo con una mezcla de fructosa,
glucosa y sacarosa. Se emplea la columna gBondapack Carbohydrate Analysis de Waters

como se indica en el apartado 2.3 de la Parte Experimental.
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El cromatograma obtenido presenta el siguiente perfil:

Fructosa

57 Glucosa
Sacarosa

=
af®
N

-

= b T

.15

Cromatograma n"7. Separacidén de fructosa, glucosa y sacarosa en una mezcla de patrones
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3.2.2. Espectrofotometria_visible: método_de ferricianuro potasico

Se han realizado ensayos, al igual que en el caso anterior, de la exactitud y precision, y el

estudio de la recta de regresion del método de Gaines (1973).

a) Ensayo de exactitud
Se lleva a cabo adicionando al material de partida 0,3, 0,4 y 0,5 g de sacarosa, obteniéndose

asi los siguientes resultados:

Tabla XIX. Ensayo de exactitud del método del ferricianuro potaisico.

Sacarosa (mg/mL) X +SD CV (%)
0,3 101,17 + 2,71 2,68
0,4 97,58 + 6,52 6,68
0,5 97,03 + 1,23 1,27

X £+ SD = valor medio t desviacidn estandar; CV (%) = coeficiente de variacion

Las recuperaciones obtenidas en los ires casos revelan que la exactitud se encuentra entre

limites aceptables.

b) Ensayo de precision
Para comprobar el grado de concordancia al repetir el método sucesivas veces se lleva a cabo
la prueba de precision aplicando dicho método a un mismo material en diez dias sucesivos.

Se han obtenido los siguientes resultados:
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Tabla XX. Ensayo de precisién del método del ferricianuroe potisico.

n 10
X 4,36
SD 0,06
Cv 1,35

X + 8D = valor medio + desviacidn estindar; CV (%) = coeficiente de variacidén

Los resultados obtenidos en los ensayos indican una pequefia variacion de ios mismos en las

distintas determinaciones, por lo que se puede sefialar una buena precision del método.

¢) Recta de regresion y coeficiente de correlacion
Se ha comprobado que en el intervalo 0-500 pg glucosa/mL se cumple la ley de Beer

obteniéndose la recta de calibracidn que figura en el grifico n°4.
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Grafico n® IV. Recta de regresién para el método del ferricianuro
potasico.



APENDICE DE REACTIVOS

a-amilasa (EC 3.2.1.1.} Boehringer Mannheim.

Acetato sédico. Merck. Solucién tampén 0,1 M pH=35.2. Disolver 0,6 g de acetato sodico
trihidrato, y llevar a un litro con agua. Ajustar a pH 5,2 con dcido acético 0,1M. Para
estabilizar y activar los enzimas, afadir 4 mL de una solucién 1 M de cloruro cdlcico
a 1 litro de solucién tampdn.

Acetona. Panreac.

Acetonitrilo. Carlo Erba.

Acido acético glacial. Panreac.

Acido benzoico. AnalaR. Solucion saturada al 50 %. Disolver en 1 litro de agua 1,45 g
de dcido benzoico o 1,70 g de benzoato sédico.

Acido oxdlico/oxalato aménico. Panreac. Solucién al ,125% respecto a cada uno de los
componentes.

Anhidrido acético. Merck.
Azul de Bromofenol. Merck. Solucién al 0,4 % p/v.

Borohidruro sédico. Merck. Solucién de 50 mg/mL en hidrdxido amdnico 3 M. Se
preparara inmediatamente antes de su uso.

Cloruro sédico/dcido bérico. Panreac. Disolver 2 g de cloruro sédico y 3 g de dcido
bérico en 100 mL de agua.

Detergente Acido. Disolver 20 g de Cetil Trimetil Amonio {Merck) en 1 litro de H,S0,
1 N.

Detergente Neutro. Disolver, en 1 litro de agua destilada, 30 g de Lauril Sulfato Sédico;
6,81 g de Borax ; 4,56 g de Fosfato Disddico; 18,61 g de Edetato Disodico; 10 mL de
Etilenglicol. Se comprueba que el pH esté comprendido entre 6,9y 7,1.

3,5-Dimetilfenol. Merck. Solucién al 0,1 %. Disolver 0.1 g de 3,5-Dimetilfenol en
100 mL de 4cido acético glacial.

Dimetilsulféxido (DMSO). Merck.
Etanol absoluto.

Etanol al 85 % v/v.
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m-Fenilfepol. Solucién al 0,15 % en NaOH al 0,5 %.

Ferricianuro Potdsico. Merck. Disolver 1,25 g de ferricianuro potdsico y 1,00 g de
carbonato sddico en 25 mL de agua. Disolver 8,75 g de carbonato sédico en 100 mL
de agua. Llevar ambas disoluciones a 1 litro con agua.

Hidréxido aménico. Merck. Solucidn 12 M.

Hidréxido potdsico. Merck. Solucion 7,5 M.

1-Metilimidazol. Fluka Biochemika.

Octan-2-ol. Merck.

Pepsina (EC 3.4.23.1). Sigma.

Pancreatina. Sigma.

Reactivos utilizados en el estudio microscépico:

Adhesivo de Haupt’s. Se pesa 1 g de gelatina (Probus) y se lleva a 100 mL de agua a
90°C, se enfrfa a 30°C, se afiaden 15 mL de glicerina y se agita, se filtra y se guarda
en la nevera.

Agua acética. Se prepara una solucién de dcido acético al 10%.

Cloruro de Zinc yodado. Se pesan 50 g de Cl,Zn, 16 g de IK y un exceso de I,. Se
disuelve en 17 ml de agua.

Etanol 95%, 70%, 50% y 30%.

Floroglucina alcohdlica. Se prepara una solucién al 8% de floroglucina (Merck) en
metanol.

Hipoclorito sédico (Fine chemicals) al 50%.
Lugol. Se pesan 0,2 g, 2 g de IK (Panreac) y se lleva a 100 mL con agua.

Reactivo de fijacion: Formaldehido: Acido acético: alcohol (FAA). 5 mL de dcido acético
glacial, 5 mL de formaldehido al 40% y 90 mL de etanol al 50%.

Rojo de Rutenio.
Verde yodo. Se pesa 1 g de verde yodo y se disuelve en 100 mL de agua.
Xilol (Panreac). Etanol 96°. Se mezclan en proporcion 50:50.
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1. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el estudio realizado se exponen en este capitulo agrupados en un
total de 80 tablas y 39 graficos.

1.1. TABLAS

[.as tablas que recogen los resuitados obtenidos se han estructurado de la siguiente forma:

-Tabla 1: Valores de humedad en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 2 y 3: Valores medios de fibra obtenidos segtin los métodos detergentes en
las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 4 y 5: Estadisticos generales calculados para los valores obtenidos por métodos
detergentes en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 6 y 7: Eficacia de los métodos detergentes en la eliminacion de cenizas y
proteinas en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 8 y 9: Valores medios de fibra obtenidos segin el método de Asp en las
muestras frescas y procesadas.

-Tablas 10 y 11: Estadisticos generales calculados para los valores obtenidos por el
método de Asp en Jas muestras frescas y procesadas.

-Tablas 12 y 13: Eficacia del método de Asp en la eliminacién de cenizas y proteinas
en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 14 y 15: Valores medios de monosacdridos neutros productos de fibra
obtenidos por HPLC en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 16 y 17: Valores medios de monosacdridos neutros totales procedentes de fibra
obtenidos por HPLC en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 18 y 19: Estadisticos generales calculados para los valores de monosacdridos
neutros procedentes de fibra obtenidos por HPLC en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 20 y 21: Estadisticos generales calculados para los valores de monosacdridos

neutros procedentes de fibra obtenidos por GLC en las muestras frescas y procesadas.
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-Tablas 22 y 23: Valores medios de polisacdridos celuldsicos, no celulésicos y totales
obtenidos por HPLC en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 24 y 25: Estadisticos generales calculados para los valores de polisacédridos
celuldsicos, no celuldsicos y totales en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 26 y 27: Valores medios de sustancias pécticas obtenidas segtin el método del
3,5-dimetilfenol en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 28 y 29: Estadisticos generales calculados para los valores de sustancias
pécticas en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 30 y 31: Valores medios de fibra total segin diferentes métodos en las
muestras frescas y procesadas.

-Tablas 32 y 33: Estadisticos generales calculados para los valores de fibra total en
las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 34 y 35: Valores medios de aziicares solubles obtenidos por HPLC en las
muestras frescas y procesadas.

-Tablas 36 y 37: Estadisticos generales calculados para los valores de azicares
solubles obtenidos por HPLC en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 38 y 39: Valores medios de azicares solubles obtenidos segtin ¢l método del
ferricianuro potdsico en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 40 y 41: Estadisticos generales calculados para los valores de aziicares
solubles obtenidos por el método del ferricianuro potdsico en las muestras frescas y
procesadas.

-Tablas 42, 43 y 44: Contenido de fibra alimentaria obtenido por métodos detergentes
en cada una de las muestras frescas y procesadas respectivamente.

-Tablas 45a y 45b: Valores medios de cenizas y proteinas en los residuos FAD y FND
y en los residuos FI y FS en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 46, 47 y 48: Contenido de fibra alimentaria obtenido por el método de Asp
en las muestras frescas y procesadas.

-Tabla 49: Porcentaje de fibra insoluble y de fibra soluble en la fibra alimentaria total
de las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 50, 51 y 52: Contenido de monosacdridos neutros en la fibra alimentaria de

las muestras frescas y procesadas.
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-Tabla 53: Contenido de moenosacdridos neutros totales en la fibra alimentaria de las
muestras frescas y procesadas.

-Tabla 54: Porcentaje de cada uno de los monosacdridos neutros en el valor total de
éstos en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 55, 56 y 57: Contenido de polisacdridos celuldsicos y no celulGsicos en las
muestras frescas y procesadas.

-Tabla 58: Porcentaje de celobiosa y glucosa en el total de polisacdridos celuldsicos
en las muestras frescas y procesadas.

~Tabla 59: Porcentaje de cada uno de los monosacdridos neutros en el total de
polisacdridos no celuldsicos en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 60, 61 y 62: Contenido de sustancias pécticas, expresado en d&cido
galacturdnico, en las muestras frescas y procesadas.

-Tablas 63, 64 y 65: Contenido de polisacdridos no almidon (NSP) en las muestras
frescas y procesadas.

-Tablas 66, 67 y 68: Contenido de fibra alimentaria total calculada por distintos
métodos en 1as muestras frescas y procesadas.

~Tablas 69, 70 y 71: Contenido de azicares sofubles obtenido por HPLC en Ias
muestras frescas y procesadas.

-Tablas 72, 73 y 74: Contenido de azicares solubles obtenido por el método de
ferricianuro potdsico y por HPLC en las muestras frescas y procesadas.

-Tabla 75: Retenciones calculadas para los resultados de fibra obtenidos por métodos
gravimétricos y para sustancias pécticas en las tres hortalizas.

-Tabla 76: Retenciones calculadas para monosacdridos correspondientes a fibra
alimentaria en las tres hortalizas.

-Tabla 77: Retenciones calculadas para polisacidridos correspondientes a fibra
alimentaria de las tres muestras.

-Tabla 78: Retenciones calculadas para los valores de fibra total de las tres hortalizas.
-Tabla 79: Retenciones calculadas para azicares solubles totales de las tres hortalizas.

-Tabla 80: Retenciones calculadas para azicares solubles en las tres hortalizas.
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En las tablas de la 1 a la 41 los resultados estin organizados para el estudio de la
caracterizacion de la fibra alimentaria y aztcars solubles de las muestras frescas y procesadas.
En las tablas de 1a 42 a la 74, dedicadas al estudio de la influencia del tratamiento térmico
sobre el contenido de fibra alimentaria y azicares solubles en las hortalizas estudiadas, los
resultados del procesado, como se indicard en la segunda parte de la discusidn, estin
multiplicados por los correspondientes factores de correccién para que la comparacidn sea
correcta. Las iltimas tablas (75 a 80) reflejan las retenciones calculadas para las hortalizas
procesadas; el concepto de la retencidn se comentard en el lugar correspondiente de la

discusion de los resultados.

1.2 GRAFICOS

Los resultados obtenidos y recogidos en las tablas indicadas anteriormente se representan en
treinta y nueve graficos que se han clasificado de la siguiente forma:

-Grificos del 1 al 6: Comparacién de los valores de fibra alimentaria, obtenidos por
distintos métodos, en las tres hortalizas.

-Grificos del 7 al 18: Estudio de los polisacaridos celuldsicos y no celulésicos en las

tres hortalizas.

-Gréficos 19 y 20: Comparacidn de los valores de fibra alimentaria total en las tres
hortalizas.

-Grdficos del 21 al 24: Comparacidén de los valores de aziicares solubles, obtenidos
por distintos métodos, en las tres hortalizas.

-Grdficos del 25 al 33: Comparacidén de los valores de fibra alimentaria en las

hortalizas frescas y procesadas.

-Gréficos del 34 al 36: Comparacién de los valores de dcido galacturdnico en las

hortalizas frescas y procesadas.

-Graficos del 37 al 39: Distribucién de los azicares totales en las hortalizas frescas

y procesadas.
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1.3. ESTUDIO ESTADISTICO

El estudio estadistico de los resultados se ha realizado aplicando el paquete de programas
estadistico BMDP (Biomedical Program) para obtener una valoracion mas objetiva de los

resultados experimentales.

En la primera parte de la Discusidn de los Resultados (apartado 2.1) que plantea el estudio
comparativo de los métodos analiticos utilizados, se ha aplicado el test de la t-Student para
establecer si existen diferencias significativas o no entre los resultados obtenidos para una
misma muestra por diferentes métodos. Se pretende comprobar en aquellas variables medidas
por dos métodos distintos que no hay diferencias entre ambos; para ello se crea una variable
que es la diferencia entre los valores de la variable obtenidos por los dos métodos aplicados.
Se realiza el contraste de hipdtesis, cuya hipdtesis nula es que la media sea igual a cero o lo
que es 1o mismo que la media de las variables medidas mediante los dos métodos sean

iguales.

La interpretacién del test se realiza de la siguiente forma, se fija un nivel de significacién (a
= 0,05) y para cada variable el test proporciona un "p-value” (nivel de significacién del test)
que se compara con el nivel de significacién « para rechazar o no la hipétesis nula. Los

resultados del estudio estadistico se recogen en €l Anexo 1.

De forma andloga, en la segunda parte de la Discusidn de los Resultados (apartado 2.2) que
pretende evaluar la posible influencia del tratamiento térmico sobre los componentes
estudiados se ha aplicado el andlisis de la varianza (ANOVA) que permite determinar si
existen diferencias entre las medias de los valores obtenidos en las muestras frescas y

sometidas a proceso de coccién a presion.

El andlisis de varianza para las hortalizas agrupadas en frescas y procesadas consiste en un
contraste de hipétesis en el que la hipdtesis nula (hipdtesis a contrastar) es que la media de
la variable en cuestién para el grupo fresco es igual a la media de la misma variable para el

grupo procesado. La interpretacion es igual que en el caso anterior; se establece el mismo
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nivel de significacion a= 0,05, de forma que si los valores de "p-value" son superiores a
0,05 se deduce que las variaciones obtenidas no son estadisticamente significativas. Los

resultados se muestran en el Anexo II.
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Tabla n® 1.

Valores medios de humedad en las muestras frescas y procesadas (g/100g).

|

|  MUEsTRA N° Lote FRESCO PROCESADO

! 89,777 £ 0,040 91,511 £ 0,539 |

Z ANAHORIA 2 90,522 + 0,020 92,119 + 0,190 |

3 87,963 + 0,020 92,277 + 0,180 |

1 87,948 + 0,010 87,950 + 0,442 |

REMOLACHA 2 84,570 + 0,040 91,280 + 0,020 |

3 87,611 + 0,070 91,750 + 0,130 |

1 90,370 + 0,020 92,984 + 0,528 |

NAEO 2 92,690 + 0,010 93,570 + 0,179 |

3 88,400 + 0,020 93,405 + 0,197 |

Valor medio + error estdndar (n=6)



Tabla n® 2.

Valores medios de fibra obtenidos segtin los métodos detergentes en las muestras frescas (g/100 g materia hiimeda).

Ne FAD + cen. FAD FAD-prot. N FND + cen. FND FND-prot.
MUESTRA Lote
1
1| 1,386 + 0,015 | 1,386 + 0,015 | 1,366 + 0,015 | 1,804 + 0,118 | 1,804 + 0,118 | 1,771 + 0,115 |
JanaHORIA | 2 | 1,566 + 0,076 | 1,566 + 0,076 | 1,544 + 0,075 || 1,916 + 0,014 | 1,916 + 0,014 | 1,867 + 0,014 |
3| 1,581 +0,123 | 1,581 + 0,123 | 1,559 + 0,122 || 2,202 + 0,130 | 2,202 + 0,130 | 2,167 + 0,128
1| 1,518+ 0,055 | 1,518 £ 0,055 | 1,448 0,053 | 2,049 + 0,028 | 2,019 + 0,028 | 1,886 + 0,026 |
revoracia | 2 | 1,672 +0,132 | 1672 £ 0132 | 1,561 40,123 | 2,778 + 0,056 | 2,737 £ 0,055 | 2,554 + 0,052 |
3| 1,172 £ 0,040 | 1,172 + 0,040 | 1,103 + 0,037 | 2,164 + 0,015 | 2,134 + 0,015 | 1,987 + 0,014
I | 2,000 + 0,068 | 2,000 + 0,068 | 1,981 + 0,067 | 1,821 + 0,018 | 1,812 + 0,018 | 1,809 + 0,018
NABO 2 | 1,377 + 0,057 | 1,377 £ 0,057 | 1,354 + 0,056 | 1,421 + 0,038 | 1,412 + 0,038 | 1,406 & 0,047
3 | 1,841 40073 | 1,841 £0,073 | 1,817 + 0,072 | 1,894 + 0,042 | 1,885 + 0,041 | 1,879 + 0,038

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n° 3.

Valores medios de fibra obtenidos segin los métodos detergentes en las muestras procesadas (g/100 g materia

himeda).
MUESTRA | N° | FAD + cen. ‘ FAD \ FAD-prot. FND + cen. FND FND-prot. ”
Lote
1| 1,654+ 0,184 | 1,654 + 0,184 | 1,638 + 0,182 || 1,636 + 0,116 | 1,636 + 0,116 | 1,609 + 0,125 |
zanamoria | 2 | 1,683 + 0,105 | 1,683 + 0,105 | 1,674 = 0,105 | 1,709 + 0,030 | 1,709 + 0,030 | 1,684 + 0,030 |
3 | 1sar+ 0002 | 138140002 | 1323 20,000 | 1735 £ 0,044 | 1,715 + 0,044 | 1,693 + 0,003 \I
| 1| 1,305 + 0,036 | 1,305 + 0,036 | 1,255 £ 0,035 | 2,493 + 0,252 | 2,474 + 0,250 | 2,313 % 0,235 |
pestoracia | 2 | 1,153 £0,048 | 1,153 £ 0,048 | 1,004 + 0,046 | 1,972 + 0,014 | 1,949 + 0,014 | 1,830 + 0,013 |
3 | 1,008+ 0007 | 1,008 + 0,007 | 0,993 + 0006 | 1,613+ 0092 | 1,58 + 0,030 | 1,519 + 0,0 |
1| 1,914 + 0006 | 1,914 +0,02 | 1,890 + 0,026 | 1,998 + 0,054 | 1,990 + 0,053 | 1,983 + 0,054 ||
NAEO 2 | 1,615+ 0,044 | 1,615 + 0,044 | 1,597 + 0,043 | 1,853 + 0,083 | 1,844 + 0,082 | 1,838 + 0,082 |
3 | 1360 + 0,027 | 1,360 + 0,027 | 1,348 £ 0,027 | 1,329 + 0,033 | 1,323 + 0,033 | 1,318 + 0,033 |

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n° 4. Estadisticos generales calculados para los valores obtenidos por métodos detergentes en las muestras

frescas.
|  muestRa | FAD | FND I
| zananoriA | | |
|| X | 1,511 | 1,974 I
| SD | 0,108 | 0,205 I
| SE | 0,062 | 0,119 |
[l RSD | 0,072 | 0,104 l
| RrEmoLACHA | I I
|| X | 1,454 l 2,297 I
| SD | 0,256 | 0,386 I
I SE | 0,148 | 0,223 |
|| RSD | 0,176 | 0,168 ||
| NABO | | |
!| X | 1,739 | 1,703 I
” SD | 0,324 | 0,254 ||
|| SE | 0,187 | 0,147 |
|| RSD | 0,186 | 0,149 |

X = valor medio (g/100 g materia hiimeda) ; SD = desviacién estdndar; SE = error estdndar; RSD = desviacién estdndar relativa



Tabla n° 5. Estadisticos generales calculados para los valores obtenidos por métodos detergentes en las muestras

procesadas.
| muestra | FAD | FND ||
|| ZANAHORIA | | ||
| X | 1,559 | 1,687 l|
| SD | 0,190 | 0,044 |
| SE | 0,109 | 0,026 |
| RSD \ 0,122 | 0,026 |
| REmMoLACHA | | ||
|| X | 1,165 | 2,004 I
I SD | 0,134 I 0,445 I
|| SE | 0,077 | 0,257 ||
| RSD | 0,115 | 0,222 |
I NABO | | ”
|] X | 1,630 | 1,719 ||
| SD | 0,278 | 0,351 I
| SE | 0,160 | 0,203 |
| RSD | 0,170 | 0,204 ||

X = valor medio (g/100g materia himeda) ; SD = desviacién estdndar; SE = error estandar; RSD = desviacién estindar relativa



Tabla n® 6.

Eficacia de los métodos detergentes en la eliminacién de cenizas y proteinas en las muestras frescas.

PROTEINAS I

I CENIZAS I
MUESTRA | N° % en ! % ”ﬁ ‘ % en ’ % "
Lote| % en RESIDUO | ELIMINACION % en RESIDUO | ELIMINACION
MUESTRA | A [ FND J FAD | FND ” MUESTRA] FAD | FND | FAD | FND "
1 0,774 | | 100 | 100 | 2604 | 1,014 | 1,820 | 99462 | 98,733 |
ZANAHORIA | 2 0,710 1 | 100 | 100 | 2500 | 1,152 | 2,557 | 99,280 | 98,040 |
3 0,718 | - Lo | 100 | 248 | 1392 | 1,58 [9o,u5] osan |
1 0,676 | 1464 | 100 | 95,562 | 1484 | 4611 | 6,587 | 95283 | 91,038 |
REMOLACHA | 2 0,626 | 1477 100 | 93450 | 1400 | 6639 | 6686 | 92,004 | 86,966 |
3 0,578 | 1386 | 100 | 94810 | 1,142 | 53887 | 6,888 | 93,958 | 87,128 |
I 0,828 | 0494 | 100 | 98013 | 1204 | 0950 | 0,166 | 98,532 | 99,768 |
NABO 2 0,908 | 0,633 100 | 99,010 | 1324 | 1,673 | 0,425 | 98,263 | 99,547 |
3 0,688 | 0,475 | 100 | 98600 | 1882 | 1304 | 0318 | 98,725 | 99,681 |




Tabla n® 7. Eficacia de los métodos detergentes en la eliminacién de cenizas y proteinas en las muestras procesadas.

| CENIZAS I PROTEINAS I
% en % ” ' % en ’ % n

MUESTRA | N° % en RESIDUO | ELIMINACION % en RESIDUO | ELIMINACION
Lote | MUESTRA | cap | END | FAD | mnp | MUBTRA L Rap | mwp | RaD | EnD |
| 1 0,552 . . 100 | 100 | 1480 | 0967 | 1,650 | 98,919 | 98,176 li
ZANAHORIA |2 0,543 ; i 100 | 100 | 1430 | 0535 | 1,463 | 99,371 | 98,252 |
| 3 0,580 i ; 00 | 1wo || 1370 | 1,342 | 1,458 | 99,686 | 98,394 |
| 1 0,533 - lo7e2] 100 |ososr || o675 | 3831 | 6508 | 92,597 | 76,148 |
REMOLACHA |2 0,546 - 66| 100 | 95788 | 0650 | 5,117 | 6,106 | 91,047 | 81,942 |
3 0,561 -~ o750| w0 |o7ser | 1ass | 4335 | 4405 | 96,970 | 95286 |
1 0,467 - 10350| 100 |98sor || 1440 | 1,254 | 0352 | 98,333 | 99,514 |
NABO |2 0,442 - 10486 100 | 97963 1560 | 1,115 | 0,325 | 98,846 | 99,615 |
3 0,489 -~ logst] w0 9873 1000 | 0882 | 0378 | 98,800 99,500 |




Tabla n° 8. Valores medios de fibra obtenidos segiin el método de Asp en las muestras frescas (g/100 g materia hiimeda).
MUESTRA N? FI + prot. + cen. FI + prot. F1 FS + cen. FS FT + prot. + cen. FT
Lote

1 2,213 + 0,073 2,148 + 0,073 1,243 + 0,026 0,674 + 0,026 0,578 &+ 0,026 2,887 + 0,075 1,821 + 0,075

ZANAHORIA 2 2,266 + 0,088 2,198 + 0,088 1,301 + (0,089 0,648 + 0,064 0,582 + 0,064 2,913 + 0,046 1,884 + 0,046
3 2,448 + 0,074 2,339 + 0,074 1,214 + 0,074 1,242 + 0,045 1,163 + 0,045 3,690 + 0,065 2,377 + 0,065

1 2,411 + 0,060 2,318 + 0,060 2,206 + 0,060 1,023 + 0,036 0,899 + 0,035 3,435 4 0,046 3,105 + 0,046

REMOLACHA 2 3,115 + 0,033 2,990 + 0,033 2,822 4+ 0,033 1,017 + 0,060 0,924 + 0,060 4,132 + 0,091 3,746 + 0,091
3 2,379 + 0,054 2,304 + 0,054 2,211 + 0,054 1,106 + 0,023 1,000 + 0,023 3,486 + 0,044 3,211 £ 0,044

1 1,990 + 0,004 1,918 + 0,004 1,525 + 0,004 0,817 + 0,028 0,718 + 0,028 2,807 + 0,025 2,243 + 0,025

NABO 2 1,613 + 0,071 1,577 + 0,071 1,212 + 0,071 0,500 + 06,019 0,450 + 0,019 2,113 + 0,059 1,662 + 0,059

3 2,447 + 0,026 2,356 + 0,026 1,597 + 0,026 0,644 + 0,017 0,566 + 0,017 3,091 4 0,014 2,163 + 0,014

Valor medio t error estindar (n=6)




Tabla n° 9.

Valores medios de fibra obtenidos segiin el método de Asp en las muestras procesadas (g/100 g materia mimeda).

MUESTRA N° F1 + prot. + cen. F1 + prot. FI FS + cen. FS FT + prot. + cen. FT
Lote

1 2,113 + 0,072 2,064 + 0,072 | 1,438 + 0,072 1,330 + 0,055 1,225 + 0,055 3,443 + 0,116 2,663 + 0,116

ZANAHORIA 2 1,951 + 0,054 1,914 + 0,054 | 1,177 + 0,055 1,356 + 0,066 1,257 + 0,066 3,306 + 0,013 2,434 4+ 0,013
3 2,006 £+ 0,057 1,960 + 0,057 | 1,423 + 0,057 1,445 + 0,095 1,358 + 0,095 3,451 + 0,127 2,781 + 0,127

1 2,953 + 0,087 2,900 + 0,087 | 2,752 + 0,087 1,646 + 0,076 1,541 + 0,076 4,599 + 0,122 4,293 + 0,122

REMOLACHA 2 2,045 + 0,054 1,998 + 0,054 | 1,890 £ 0,054 1,120 + 0,047 1,056 + 0,047 3,165 + 0,089 2,946 + 0,089
3 1,834 + 0,140 1,810 + 0,140 | 1,671 + 0,140 1,163 + 0,008 1,125 + 0,008 2,996 + 0,147 2,796 £ 0,147

1 1,914 + 0,048 1,870 + 0,048 | 1,584 + 0,048 1,046 + 0,081 1,016 + 0,081 2,960 + 0,125 2,600 + 0,125

NABO 2 1,779 + 0,062 1,762 + 0,062 | 1,365 + 0,062 0,931 + 0,047 0,858 + 0,047 2,709 + 0,109 2,223 + 0,109

3 1,676 + 0,023 1,621 4+ 0,023 1,272 + 0,023 0,825 + 0,031 0,723 + 0,031 2,501 + 0,031 1,994 + 0,031

Valor medio + error estdndar (n=6)




Tabla n°® 10. Estadisticos generales calculados para los valores obtenidos por el método de Asp en las muestras

frescas.
” MUESTRA | FI | FS | FT I
| zanaHORIA | | | |
| X | 1,253 | 0,774 | 2,027 |
| SD | 0,045 | 0,336 | 0,304 ||
| SE | 0,026 | 0,194 | 0,176 I
il RSD | 0,036 | 0,434 | 0,150 |
| rEmMoLACHA | | | ||
| X | 2,413 | 0,941 | 3,354 I
" SD | 0,354 | 0,053 | 0,343 I|
| SE | 0,204 | 0,030 | 0,198 I
Il RSD | 0,147 | 0,056 | 0,102 ||
l| NABO | | | ||
I| X | 1,445 | 0,578 | 2,023 |
l| SD | 0,205 | 0,134 | 0,315 |
|| SE | 0,118 | 0,078 | 0,182 ||
|| RSD | 0,142 | 0,232 | 0,156 |

X = valor medio (g/100 g materia hiimeda); SD = desviacién estindar; SE = error estindar; RSD = desviacion estdndar relativa



Tabla n° 11. Estadisticos generales calculados para los valores obtenidos por el método de Asp en las muestras

precesadas.
|  »MuUEsTRA | FI | F$ | FT ||
| zaNaHORIA | | | ||
I X | 1,346 I 1,280 | 2,626 |
|| SD | 0,147 | 0,069 | 0,176 |
| SE | 0,085 | 0,040 | 0,102 i
|| RSD | 0,109 | 0,054 | 0,067 ||
| RrEMOLACHA | | | I
” X | 2,104 | 1,241 | 3,345 I
| SD | 0,571 | 0,262 | 0,824 |
| SE | 0,330 | 0,152 | 0,476 ||
| RSD | 0,272 | 0,212 | 0,246 l|
| NABO | | | |
!| X | 1,407 | 0,866 | 2,273 ||
|| SD | 0,160 | 0,147 | 0,306 i
l| SE | 0,093 | 0,085 | 0,177 I
|| RSD | 0,114 | 0,170 | 0,135 ||

X = valor medio (g/100 g materia hiimeda); SD = desviacidn estindar; SE = error estindar; RSD = desviacidn estindar
retativa



Tabla n® 12.

Eficacia del método de Asp en la eliminacion de cenizas y proteinas en las muestras frescas.

| CENIZAS [ PROTEINAS i

MUESTRA N % en ’ % ” ' % en % H
Lote % en RESIDUO | ELIMINACION %en | RESIDUO | ELIMINACION

MUESTRA [~ R - II MUESTRA T m - i

| 1 | o7 | 2937 | 14243 01,602 | 87,507 | 2604 | 40,895 65,246 |

ZaNAHORIA | 2 | om0 | 3001 | 10,185 ] 90,423 | 40,704 | 25500 | 39,585 64,120 |

| 3 | o078 | 4453 | 6361 | 84,819 | 88997 | 2486 | 45,956 sa747 |

|1 | o676 | 3857 | 12,021 86243 | 81,657 | 1484 | 4645 92,453 |

remoracua L 2 | o066 | 403 | 945 | 50,092 | s5.04a | 1404 | 5303 88,034 |

| 3 | o578 3,153 | 9,584 | 87,024 | 81,661 | 1,142 | 3,909 91,856 |!

|1 | o828 | 3618 12,118] 91,304 | 88,043 | 1,204 | 19,749 69,629 |

nago L2 | 0908 | 223 [10,000] 96035 | 94493 | 1324 | 22,629 7432 |

|3 | oess | 3719 | 12,112 86,773 | 88663 | 1,882 | 31,018 59,671 |




Tabla n® 13.

Eficacia del método de Asp en la eliminacién de cenizas y proteinas en Ias muestras procesadas.

CENIZAS PROTEINAS l!

MUESTRA No % en % % en % H
Lote % en RESIDUO ELIMINACION %en | RESIDUO | ELIMINACION

MUESTRA [~ S . | MUESTRA - - H

| 1 | o552 | 2319 7,85 | 91,123 | 80,978 1,480 29,626 57,703 Ii

zanxaoria | 2 1 0543 1,896 | 7,301 | 93,186 | 81,768 1,430 37,776 18462 |

| 3 | o580 | 2293 | 6021 | 92,070 | 85,000 1,370 26,770 60,803 |

|1 | 053 1,795 | 6,379 | 90,056 | 80,300 0,675 5,012 78,074 ||

REMOLACHA | 2 | o546 | 2008 | 5714 | 91,392 | 88,278 0,659 5,281 83,612 |

L3 | ose 1309 | 3,267 | 95,722 | 93,226 1,485 5,579 90,640 |

L1 | 0467 2,299 | 2,868 | 90,578 | 93,576 1,440 14,943 80,140 |

NABO o2 | 0,442 0,956 | 7,841 | 96,154 | 83,484 1,560 22,316 74551 |

|3 | o048 3,281 | 12,364 | 88,753 | 79,141 1,000 20,823 65,100 |




Tabla n® 14.

Valores medios de monosacdridos neutros procedentes de fibra obtenidos por HPLC en las muestras frescas
(g/100 g materia hiimeda).

MUESTRA | N° | CELOBIOSA | GLUCOSA XILOSA GAL/RAM | ARABINOSA ' MANOSA
Lote

1 | 0,037 + 0,001 | 0,450 + 0,023 | 0,044 + 0,004 | 0,248 + 0,003 | 0,168 + 0,012 | 0,033 + 0,003 |
sanaHORIA | 2 | 0039 0,001 | 0,286 + 0,012 | 0,039 + 0,001 | 0,178 + 0,007 | 0,113 % 0,009 | 0,033 + 0,002 |
3 | 0,108 + 0,016 | 0,531 + 0,008 | 0,049 + 0,001 | 0,286 + 0,032 | 0,248 + 0,028 | 0,047 + 0,001 |
1| 0,064+ 0,003 | 0,430 + 0,043 | 0,037 + 0,003 | 0,118 + 0,018 | 0,428 + 0,020 | 0,039 + 0,003 |
cevotacia | 2 | 0,077 £0004 | 0,717 + 0,038 | 0,040 £ 0,001 | 0,270 £ 0,024 | 0,716 + 0,027 | 0,043 + 0,001 |
3 | 0,040 + 0,006 | 0,531 + 0,013 | 0,033 + 0,002 | 0,158 + 0,015 | 0,485 + 0,021 | 0,045 = 0,005 |
1| 0,063 +0005 | 0,721 + 0,025 | 0,084 + 0,007 | 0,156 + 0,014 | 0,167 + 0,009 | 0,062 + 0,002 |
NABO 2 | 0,056 + 0,001 | 0,549 + 0,006 | 0,089 + 0,007 | 0,111 + 0,031 | 0,172 + 0,009 | 0,060 + 0,004 |
3| 0,084 + 0,001 | 0,883 + 0,021 | 0,103 + 0,001 | 0,207 + 0,006 | 0,217 + 0,013 | 0,072 £ 0,004 |

Valor medio + error estindar (n==06)



Tabla n° 15.

Valores medios de monosacidridos neutros procedentes de fibra obtenidos por HPLC en las muestras procesadas
(g/100 g materia hiimeda).

MUESTRA ' N° | CELOBIOSA | GLUCOSA XILOSA GAL/RAM l ARABINOSA ‘ MANOSA U
Lote

| 1 | 0,040 40,005 | 0,467 + 0,043 | 0,028 + 0,003 | 0,236 + 0,002 | 0,243 + 0,021 | 0,041 + 0,002 |

monia | 2| 0,067 £0,010 | 0,417 £ 0,026 | 0,032 + 0,002 | 0,304 + 0,027 | 0221 + 0,022 | 0,031 + 0,003 |
| 3 | 0,077 +£0,02 | 0,391 + 0,022 | 0,068 + 0,006 | 0,398 + 0,037 | 0,347 + 0,028 | 0,029 + 0,003 |

| 1 | 0,091+ 0006 | 0,776 + 0,102 | 0,071 + 0,016 | 0,152 + 0,029 | 0,596 + 0,026 | 0,051 + 0,004 |

renoLacia | 2| 0,094 £0,003 | 0,671 + 0,024 | 0,049 + 0,010 | 0,214 £ 0,022 | 0,694 + 0,012 | 0,067 + 0,003 |
| 3 | 0,055 + 0,004 | 0,480 + 0,005 | 0,025 + 0,002 | 0,200 + 0,011 | 0,443 + 0,033 | 0,065 + 0,004 |

| 1 | 0,064 £ 0,010 | 0,877 + 0,021 | 0,105 + 0,017 | 0,138 % 0,011 | 0,164 + 0,004 | 0,048 + 0,005 |

o | 0,081 + 0,017 | 0,815 + 0,016 | 0,177 + 0,008 | 0,134 + 0,002 | 0,167 + 0,014 | 0,050 + 0,015 |

| 3 | 0,094 40,09 | 0,835 + 0,009 | 0,085 + 0,006 | 0,154 40,027 | 0,170 + 0,008 | 0,085 + 0,014 |

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n° 16. Valores medios de monosaciridos neutros totales procedentes de fibra obtenidos por HPLC en las
muestras frescas (g/100g materia hiimeda).

| MUEsTRA MONOSACARIDOS TOTALES |

N° Lote

|

| 0,979 + 0,024 |
| 0,689 + 0,009 |
I 1,271 + 0,066 I
J 1,116 + 0,066 |
| 1,863 + 0,090 I
|

|

|

|

ZANAHORIA

REMOLACHA

1,290 + 0,009 I
1,255 + 0,031 ||
1,037 + 0,010 |
1,565 + 0,032 |

NABO

L b [ [ IS [ W )| =

Valor medio =+ error estdndar (n=6)



Tabla n® 17. Valores medios de monosacaridos neutros totales procedentes de fibra obtenidos por HPLC en las
muestras procesadas (g/100g materia hiimeda).

| muestrA

°Lote | MONOSACARIDOS TOTALES |
1

|

| 1,064 + 0,041 |
| 1,072 + 0,073 |
| 1,310 + 0,114 |
I 1,738 + 0,098 |
| 1,790 + 0,023 |
|

|

|

|

ZANAHORIA

REMOLACHA

1,268 + 0,044 |
1,396 + 0,018 ||
1,424 + 0,028 |
1,423 + 0,057 |

NABO

| N
|
|
|
|
|
|
|
|
|

W[ = Jw o = |w || —~

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n° 18. Estadisticos generales calculados para los valores de monosacdridos neutros procedentes de fibra alimentaria
obtenidos por HPLC en las muestras frescas.

CELOBIOSA GLUCOSA XILOSA GAL/RAM ARABINOSA | MANOSA TOTAL ||

| muestra |

|  zanamomia | |
[ X I 0,061 | o422 | 004 | 0237 | o177 | oms | oem |
| SD | o0s0 | o1z | 0005 | 0,05 | 0068 | o008 | 021 |
[ SE | 0,023 | oom | 0,003 | 0,032 | 003 | o005 | 0168 ||
| RSD | 0,657 | 0,295 | o112 | 0,231 | 0,385 | o020 | op |
| remoracma | I
| X | o000 | o559 | 0,037 | 018 | 0,543 | o022 | 14m |
I SD | 0,019 | 0,145 | 0,004 | 0,079 | 0,152 | o003 | o031 |
[ SE | oon | ooss | 0,002 | 0,046 | 008 | oo | o2 |
I RSD | 0317 | o260 | 004 | 043 | 0,281 | oo | ezs |
I NABO | I
[ X | 0,068 | o078 | 0,09 | 0,158 | 0,185 | oo | 12 |
I SD | 0,015 | o167 | 0000 | 0,048 | 0,07 | o006 | o025 |
H SE | 0,009 | 0097 | 0,005 | 0,028 | 0,016 | o00s | o3|
|| RSD I o R | 0.098 | 0,305 | 0,148 | o0 | o206 |

X = valor medio (g/100 g materia himeda); SD = desviacién estindar; SE = error estindar; RSD = desviacién estdndar relativa



Tabla n° 19.

Estadisticos generales calculados para los valores de monosacdridos neutros procedentes de fibra obtenidos por
HPLC en las muestras procesadas.

| muestra | ceLoBiosa GLUCOSA XILOSA GAL/RAM ARABINOSA MANOSA TOTAL |
|  zanamoria | |
I X | o0sa ] o4s | oo | o33 | o020 | oo | L |
|| sD | oos | ome | o2 | o081 | o007 | o006 | o140 |
|| SE | oot | oo | o0 | 0047 | oome | o003 | o0z |
| RSD | o020 | o2 | osiz | 0259 | o028 | o156 | o122 |
| memoracma | I
| X | o000 | oss | ooa | o9 | osim | o0t | 1500 |
|| sD | o022 | o150 | oo | 0012 | o127 | oo | o2 |
|| SE | o003 | o0 | oo | 009 | oo | ooes | o016 |
i RSD | oo | e | osm | 0471 | o209 | o | o0 |
| NABO | |
[ X | oo | ose2 | o2 | o2 | o7 | o0t | ez
| D | oo | 002 | oo | oo | o0 | oo | oom |
I SE | oo0e | oois | o005 | 0006 | o002 | ooe | 003 |
I RSD | o1s | o2 | 03w | o014 | oos | ozt | o7 ||

X = valor medio (g/100 g materia himeda); SD = desviacién estdndar; SE = error estdndar; RSD = desviacion estdndar relativa



Tabla n® 20. Estadisticos generales calculados para los valores de monosacdridos neutros procedentes de fibra obtenidos por
GL.C en las muestras frescas.

" MUESTRA RAMNOSA ARABINOSA XILOSA MANOQOSA GLUCOSA GALACTOSA TOTAL “

I
| zanaroria | ||
[ X | 0,031 | 0,240 | 0,060 i 0,059 | 0,595 1 0,281 | 1,266 [|
| SD I 0,003 | 0,017 | 0,003 | 0,010 I 0,023 | 0,016 | 0,072 [
| SE | 0,002 | 0,010 | 0,006 | 0,006 | 0,013 I 0,009 | 0,042 [
I RSD | 0,097 | 0,071 | 0,050 | 0,169 | 0,039 | 0,057 | 0,057 [
|| REMOLACHA | |
[ X | 0,042 l 0,757 | 0,036 | 0,060 | 0,744 | 0,178 l 1,817 "
|| SD l 0,002 l 0,023 | 0,001 | 0,002 | 0,032 | 0,004 | 0,056 H
| SE I 0,001 | 0,013 | 0,001 | 0,001 | 0,018 | 0,002 l 0,032 ||
|| RSD | 0,048 | 0,030 | 0,028 | 0,033 | 0,043 | 0,022 I 0,031 "
| ~aso | |
|| X | 0,022 | 0,142 | 0,079 | 0,062 | 0,559 | 0,101 | 0,965 |
|| SD | 0,001 | 0,005 | 0,001 | 0,002 | 0,025 | 0,005 | 0,018 |[
ll SE | 0,001 | 0,003 | 0,001 i 0,001 | 0,014 | 0,003 | 0,010 IE
[| RSD I 0,045 | 0,035 | 0,013 | 0,032 | 0,045 | 0,050 | 0,019 ||

X = valor medio (g/100 g materia hiimeda); SD = desviacién estindar; SE = error estindar; RSD = desviacion estdndar relativa



Tabla n® 21.

Estadisticos generales calculados para los valores de monosacdridos neutros procedentes de fibra obtenidos por
GLC en las muestras procesadas.

| muestra | ramnosa ARABINOSA XTLOSA MANOSA GLUCOSA GALACTOSA TOTAL ||
| zanamomIA | |
" X l (0,034 l 0,269 l 0,075 ' 0,064 l (3,622 l 0,318 l 1,383 u
” SD i 0,002 | 4,012 | 0,002 I 0,002 I 0,031 ’ 0,017 i 0,057 "
!I SE I 0,001 | 0,007 | 0,001 | 0,001 | 0,018 | 0,010 | 0,033 "
” RSD I 0,059 l 0,045 J 0,027 | 0,031 | 0,050 | 0,053 | 0,041 Il
| remoracma | H
I X | 0,041 | 0,689 | 0,048 | 0,060 | 0,699 | 0,210 | ams
" SD | 0,002 | 0,009 | 0,003 I 0,002 l 0,017 I 0,013 | 0,035 ”
u SE l 0,001 l 0,005 l 0,002 l 0,001 I 0,010 l 0,008 l 0,020 u
” RSD | 0,049 | 0,013 l 0,063 | 0,033 | 0,024 I 0,062 | 0,020 ||
| ~apo | |
!l X | 0,019 | 0,129 | 0,088 | 0,050 | 0,474 | 0,116 | 0,876 ”
| SD | 0,001 | 0,006 | 0,005 | 0,005 | 0,016 I 0,010 | oo |
|| SE | 0,001 | 0,003 I 0,003 | 0,003 | 0,009 | 0,006 [ 0,023 "
“ RSD | 0,053 | 0,047 ' 0,057 | 0,100 I 0,034 [ 0,086 | 0,046 "

X = valor medio (g/100 g materia hameda); SD = desviacién estindar; SE = error estdndar; RSD = desviacion estdndar relativa



Tabla n® 22.

Valores medios de polisacdridos celuldsicos, no celulésicos y totales obtenidos por HPLC en las muestras frescas
(g/100 g materia hiimeda).

MUESTRA l Ne POLISACARIDOS POLISACARIDOS NO POLISACARIDOS H
Lote CELULOSICOS CELULOSICOS TOTALES |

| 1 0,439 + 0,021 I 0,439 + 0,003 0,878 + 0,022 i

Z ANAHORIA | 2 | 0,295 + 0,011 I 0,324 + 0,003 0,619 + 0,008 |

| | 3 | 0,580 + 0,009 | 0,563 + 0,051 1,143 + 0,059 |
| 1 0,449 + 0,041 | 0,550 + 0,018 0,999 + 0,034 I

REMOLACHA | 2 | 0,719 + 0,037 | 0,947 + 0,045 1,666 + 0,080 |

| | 3 | 0,515 + 0,009 | 0,638 + 0,007 1,153 + 0,009 I
|1 0,708 + 0,027 | 0,418 + 0,011 1,126 + 0,025 |

xago |2 | 0,548 + 0,005 | 0,383 + 0,013 0,931 + 0,009 |

| 3 | osis+o09 | 0,532 + 0,011 1,407 + 0,029 ||

Valor medio + error estidndar (n=6)



Tabla n® 23.

(g/100 g materia hiimeda).

Valores medios de polisacdridos celuldsicos, no celuldsicos y totales obtenidos por HPLC en las muestras procesadas

MUESTRA | N° POLISACARIDOS POLISACARIDOS NO ‘ POLISACARIDOS
Lote CELULOSICOS CELULOSICOS TOTALES

1 0,467 + 0,042 0,487 + 0,012 | 0,954 + 0,064 |

JANAHORIA |2 0,440 + 0,033 0,524 + 0,038 | 0,963 + 0,066 |
3 0,425 + 0,039 0,731 + 0,066 | 1,157 + 0,104 |

1 0,784 + 0,087 0,771 + 0,030 | 1,555 + 0,088 |

REMOLACHA L2 0,694 + 0,021 0,911 + 0,017 | 1,605 + 0,019 ]
3 0,484 + 0,008 0,650 + 0,039 | 1,135 + 0,032 ]

1 0,850 + 0,028 0.404 + 0,014 | 1,254 + 0,017 |

NAEO 2 0,810 + 0,030 0,408 + 0,016 | 1,219 + 0,026 |

3 0,846 + 0,015 0,440 + 0,041 | 1,286 + 0,050 |

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n° 24. Estadisticos generales calculados para los valores de polisacdridos celulésicos, no celuldsicos y totales en las
muestras frescas.

“ MUESTRA ‘ POLISACARIDOS POLISACARIDOS | POLISACARIDOS H
| CELULOSICOS NO CELULOSICOS TOTALES

| zanaHORIA | I
I X | 0,438 | 0,442 | 0,880 |
I sD | 0,143 | 0,119 | 0,262 I
I SE | 0,083 | 0,069 | 0,151 I
I RSD | 0,326 | 0,270 | 0,300 |
| REMOLACHA | [
| X | 0,561 | 0,712 | 1.273 |
| sD | 0,141 I 0,209 | 0,349 |
I SE | 0,081 | 0,121 | 0,201 |
| RSD | 0,251 | 0,294 | 0,274 |
|  n~aBo | H
| X | 0,710 | 0,444 | 1,154 |
| sD I 0,164 | 0,078 | 0,239 |
Il 3 | 0,095 | 0,045 | 0,138 |
|| RSD | 0,230 | 0.175 | 0,207 ||

X = valor medio {g/100 g materia hiimeda); SD = desviacidn estindar; SE = error estdndar; RSD = desviacion estandar relativa



Tabla n° 25. Estadisticos generales calculados para los valores de polisacdridos celulésicos, no celuldsicos y totales en las
muestras procesadas.

|. MUESTRA POLISACARIDOS POLISACARIDOS | POLISACARIDOS
CELULOSICOS NO CELULOSICOS TOTALES

|| ZANAHORIA | ||
[| X | 0,444 | 0,581 | 1,025 |
“ sD | 0,021 | 0,132 | 0,115 ||
| SE | 0,012 I 0,076 | 0,066 |
i RSD I 0,047 | 0,227 | 0,112 I
| REMOLACHA | |
| X | 0,654 | 0,777 | 1,431 |
| SD | 0,154 | 0,130 | 0,258 |
l| SE | 0,089 | 0,075 | 0,149 |
!I RSD | 0,235 | 0,167 | 0,182 |I
|  ~aBo | ||
| X | 0,835 | 0,417 | 1,252 H
| sD | 0,022 | 0,020 I 0,034 ||
| SE | 0,013 | 0,012 I 0,020 ||
|| RSD | 0,026 | 0,048 | 0,027 |

X = valor medio (g/100 g materia mimeda); SD = desviacién estdndar; SE = error estdndar; RSD = desviacidn
estdndar relativa



Tabla n° 26.

Valores medios de sustancias pécticas obtenidas segiin ¢l método de 3,5-dimetilfenol en las muestras frescas

(g/100 g materia hitmeda).

MUESTRA N° Lote SUSTANCIAS PECTICAS |
Ac. Galacturénico | Ac. Poligalacturdnico |!

I 0,551 + 0,014 | 0,496 + 0,013 I

Z ANAHORIA 2 0,514 + 0,023 | 0,463 + 0,020 ]I
3 0,571 + 0,025 | 0,513 + 0,023 |

1 0,375 + 0,016 | 0,338 + 0,014 I

REMOLACHA 2 0,495 + 0,002 | 0,446 + 0,002 |
3 0331 + 0,016 | 0,299 + 0,014 |

1 0,359 + 0,008 | 0,323 + 0,008 |

NABO 0,317 + 0,006 | 0,286 + 0,005 |

3 0,342 + 0,010 | 0,308 + 0,009 I

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n® 27.

Valores medios de sustancias pécticas obtenidas segiin el método de 3,5-dimetilfenol en las muestras procesadas

(g/100 g materia himeda).

MUESTRA N° Lote SUSTANCIAS PECTICAS
Ac. Galacturdnico | Ac. Poligalacturénico ”
1 0,534 + 0,011 | 0,481 + 0,010 [i
ZANAHORIA 2 0,484 + 0,009 | 0,436 + 0,008 |
3 0,391 + 0,023 l 0,352 + 0,021 I
1 0,338 + 0,013 | 0,304 + 0,011 [
REMOLACHA 2 0,329 + 0,021 | 0,296 + 0,019 |
3 0,268 + 0,024 | 0,241 + 0,021 I
1 0,273 + 0,018 | 0,246 + 0,017 I
NABO 2 0,268 + 0,009 ) 0,242 + 0,008 |
3 0,217 + 0,009 | 0,196 + 0,009 |

Valor medio + error estindar (n=6}



Tabla n°® 28. Estadisticos generales calculados para los valores de sustancias pécticas en las muestras frescas.

| SUSTANCIAS PECTICAS ||

MUESTRA | Ac. Galacturénico Ac. Poligalacturénico "

| ZANAHORIA | I
X ! 0,545 | 0,491 I

|| SD | 0,029 | 0,025 I
SE | 0,017 | 0,014 ||

I RSD | 0,053 | 0,051 I
| REMOLACHA | I
| X | 0,400 | 0,361 I
| SD | 0,085 I 0,076 I
|| SE | 0,049 | 0,044 ||
I RSD | 0,213 | 0,211 |
| NABO | |
|| X | 0,339 | 0,306 I[
SD | 0,021 | 0,019 |

|| SE | 0,012 | 0,011 |
| RSD | 0,062 | 0,062 |[

X = valor medio (g/100 g materia himeda); SD = desviacion estdndar; SE = error estdndar; RSD = desviacion estdndar relativa



Tabla n° 29, Estadisticos generales calculados para los valores de sustancias pécticas en las muestras procesadas.

SUSTANCIAS PECTICAS |

“ MUESTRA
i|

|

| Ac. Galacturonico Ac. Poligalacturénico ||
| ZANAHORIA | ||
|| X | 0,470 | 0,423 ||
| SD | 0,073 | 0,065 I
| SE | 0,042 | 0,037 I
I RSD | 0,155 | 0,150 |
I REMOLACHA ] ||
I X | 0,312 | 0,280 |
" SD | 0,038 | 0,034 ||
I| SE | 0,022 | 0,017 l
|| RSD | 0,122 | 0,121 |
[ v |
|| X | 0,253 | 0,228 I
| SD | 0,031 | 0,028 I
| SE | 0,018 | 0,016 I
i RSD | 0,123 | 0,123 ||

X = valor medio (g/100 g materia himeda); SD = desviacién estindar; SE = error estindar; RSD = desviacién estdndar relativa



Tabla n° 30.

Valores medios de fibra total obtenidos segiin diferentes métodos en las muestras frescas (g/100 g materia hiimeda).

| MuEsTRA | N° Lote FND + SP FI + FS NSP I
| { 2,300 + 0,125 1,821 + 0,076 1,374 + 0,028 ||

ZANAHORIA | 2 2,379 + 0,032 1,884 + 0,046 1,082 + 0,016 I

| 3 2,715 + 0,108 2,377 + 0,065 1,657 + 0,057 [

| 1 2,357 + 0,026 3,105 + 0,046 1,337 4+ 0,044 |

REMOLACHA | 2 3,183 + 0,055 3,746 + 0,001 2,111 + 0,080 I

| 3 2,432 + 0,018 3,211 + 0,044 1,451 + 0,021 |l

| 1 2,134 + 0,014 2,243 + 0,025 1,449 + 0,030 |

NABO | 2 1,698 + 0,036 1,662 + 0,059 1,217 + 0,014 ||

| 3 2,192 £ 0,046 2,163 + 0,014 1715+ 0005 |

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n® 31.

Valores medios de fibra total obtenidos segin diferentes métodos en las muestras procesadas (g/100 g materia

himeda).
MUESTRA |  N° Lote FND + SP FI + FS NSP I
| I 2,117 + 0,123 1,438 + 0,072 1,436 + 0,037 ||
ZANAHORIA | 2 2,145 + 0,022 1,177 + 0,055 1,399 + 0,061 H
| 3 2,067 + 0,051 1,423 + 0,057 1,509 + 0,100 I
| 1 2,778 + 0,256 4,293 + 0,122 1,922 + 0,094 |
REMOLACHA | 2 2,245 + 0,022 2,946 + 0,089 1,901 + 0,038 |
| 3 1,830 + 0,047 2,796 + 0,147 1,377 + 0,034 ||
l 1 2,236 + 0,066 2,600 + 0,125 1,500 + 0,030 Ii
NABO I 2 2,086 + 0,084 2,223 + 0,109 1,461 + 0,025 |
| 3 1,518 + 0,030 1,994 + 0,031 1,481 + 0,049 ||

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n® 32. Estadisticos generales calculados para los valores de fibra total en las muestras frescas.

| MUESTRA |  FND + sP FI + FS NSP I
| zANAHORIA | ||
|| X | 2,465 | 2,027 | 1,371 |
| SD | 0,221 | 0,304 | 0,287 I
I SE | 0,128 | 0,176 | 0,166 |
| RSD | 0,090 | 0,150 | 0,210 I
| REmMOLACHA | I
!| X | 2,657 | 3,354 | 1,633 I
!| SD | 0,457 | 0,343 | 0,418 I
[| SE | 0,264 | 0,198 I 0,241 ||
|| RSD | 0,172 | 0,102 | 0,256 I
|  ~Naso | ||
|| X | 2,008 | 2,023 | 1,460 I
!| SD | 0,270 | 0,315 | 0,249 l|
|| SE | 0,156 | 0,182 | 0,144 I
|| RSD | 0,135 | 0,156 | 0,171 |

X = valor medio (g/100 g materia himeda); SD = desviacidn estindar; SE = error estindar; RSD = desviacion estdndar relativa



Tabla n° 33. Estadisticos generales calculados para los valores de fibra total en las muestras procesadas.

il MUESTRA | FND + SP FI + FS NSP |
|  zanaHORIA | I
I X | 2.110 ! 2,626 l 1,448 I
I SD | 0,039 | 0,176 | 0,056 I
| SE | 0,023 l 0,102 | 0,032 |
| RSD I 0,019 | 0,067 | 0,039 I
| REMOLACHA | |
I X | 2,284 | 3,345 | 1,733 I
I SD | 0,475 | 0,824 | 0,309 |
| SE | 0,274 | 0,476 | 0,178 I
I RSD | 0,208 l 0,246 | 0,178 |
I NABO | ||
I X | 1,947 | 2,273 | 1,481 |
| SD | 0,379 | 0,306 | 0,020 ||
Il SE | 0,219 | 0,177 | 0,012 [|
I RSD | 0,195 | 0.135 | 0,014 |

X = valor medio (g/100 g materia himeda); SD = desviacion estiandar; SE = error estindar; RSD = desviacion estdndar relativa



Tabla n°34.

Valores medios de aziicares solubles obtenidos por HPLC en las muestras frescas (g/100 g materia htimeda).

MUESTRA N°Lote | FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA | TOTAL |

1| 0,660 + 0,017 0,982 + 0,034 2,900 + 0,118 | 4,542 0,158 |

2 ANAHORIA 2| 0,989 + 0,050 1,253 + 0,067 247740040 | 4719 +0113 |

3| 1,108 + 0,040 1,436 + 0,045 3,112 + 0,027 | 5,656 + 0,101 |

|

1| 0173+ 0,012 0,345 + 0,039 5,064 + 0,202 | 558 +0,18 |

REMOLACHA | 0,134 + 0,011 0,666 + 0,043 8,298 + 0,262 | 9,098 + 0,278 |

3 | 0,074 + 0,043 0,453 + 0,006 6,676 + 0211 | 7,203 + 0,226 |

1| 1,580 + 0,059 1,440 + 0,025 0,255 + 0,022 | 3275 +0,021 |

NARO 2| 0914 + 0012 1,296 + 0,005 0,167 + 0,006 | 2,377 + 0,009 |
3| 0818 + 0,013 1,496 + 0,043 0,194 + 0,004 | 2,508 + 0,054

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n°35.

Valores medios de aziicares solubles obtenidos por HPLC en las muestras procesadas (g/100 g materia hiimeda).

| muestra N° Lote FRUCTOSA GLUCOSA | SACAROSA | TOTAL |
1 0,539 + 0,025 0,720 + 0,063 | 2232 +0,155 | 3,491 %0077 |
Z ANAHORIA 2 0,719 + 0,061 0862+ 0085 | 1,858+007 | 3430z+0152 |
3 0,551 + 0,098 0,763 + 0,078 | 1,844 + 0,060 | 3,158 + 0,106 !
I 0,131 + 0,015 0275 + 0,033 | 4,478 + 0,03 | 4,883 + 0,064 |
REMOLACHA 2 0,074 + 0,005 0,275 + 0,048 | 4313+0,113 | 4662+0073 |
| 3 0,049 + 0,009 0,252 +0,02 | 4218+0100 | 459 +0117 |
1 0,981 + 0,031 1,150 + 0,110 | 0,080 + 0,007 | 2211+0,135 |
NABO 2 0,522 + 0,004 0,742 + 0,037 | 0107 +0,013 | 13712+0024 |
3 0,580 + 0,042 1,082 + 0,038 | 0,08 + 0,004 | 1,748 + 0,078

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n® 36. Estadisticos generales calculados para los valores de aziicares solubles obtenidos por HPLC en las muestras frescas.

| MuEsTRA | FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA TOTAL |
| ZANAHORIA | ||
|| X | 0,919 | 1224 | 2,830 | 4,972 |
ll SD I 0,232 | o028 | 0,323 | 0,599 I
|| SE | 0,134 | o132 | 0,187 | 0,346 |
I RSD | 0,252 | oasm | 0,114 | 0,120 I!
| REMOLACHA | |
| X | 0,127 | 0488 | 6,679 | 7,295 ||
| SD | 0,050 | 0163 | 1,617 | 1,760 I
| SE | 0,029 | 0004 | 0,934 | 1,016 |
| RSD | 0,394 | 0335 | 0242 | 0,241 ||

NABO | |
I X | 1,104 | e 0,206 | 2,720 I
| SD I 0.415 | 0103 | 0,045 | 0,485 I
I SE { 0,240 | o060 | 0,026 l 0,280 |
| RSD | o3 | o0 | o210 | 0,178 |

X = valor medio (g/100 g materia himeda); SD = desviacién estindar; SE = error estdndar; RSD = desviacion estdndar relativa



Tabla n® 37. Estadisticos generales calculados para los valores de aziicares solubles obtenidos por HPLC en las muestras

procesadas.
i| MUESTRA |  FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA TOTAL |
| zanamORIA | |
I X | 0,603 | 0,782 | 1,978 | 3,362 ||
|| SD | 0,101 | 0,072 | 0,220 | 0,179 |
I SE I 0,058 l 0,042 I 0,127 I 0,103 I[
I| RSD | 0,167 | 0,093 | 0,111 | 0,053 I
| REmoLACHA | |
i| X | 0,085 | 0,267 | 4,336 | 4,688 |
| SD | 0,042 | 0,013 | 0,131 | 0,183 |
| SE | 0,024 | 0,008 | 0,076 | 0,106 |
| RSD | 0,494 | 0,049 | 0,030 | 0,039 I
i NABO | |
I X | 0,695 i 0,991 | 0,091 | 1,777 II
| SD | 0,250 | 0,219 | 0,014 | 0,420 ||
l| SE | 0,144 | 0.126 | 0,008 l 0,243 I
|| RSD | 0,360 | 0,220 | 0,159 | 0,236 |

X = valor medio (g/100 g materia himeda); SD = desviacién estdndar; SE = error estindar; RSD = desviacién estdndar relativa



'Tabla n° 38. Valores medios de aziicares solubles obtenidos segiin el método del ferricianuro potdsico en las muestras frescas
(g/100 g materia hdmeda).

MUESTRA Ne AZUCARES SOLUBLES |
Lote TOTALES

L 5,074 + 0,063 |

ZANAHORIA 2 4,370 + 0,017 |

3 5,209 + 0,018 |

! 5,232 + 0,092 |

REMOLACHA 2 9,011 0,175 |

3 7,186 + 0,063 |

! 3,406 + 0,049 I|

NABO 2,107 £ 0,032 |

3 2,431 + 0,111 I

Valor medio + error estindar {(n=6)



Tabla n® 39. Valores medios de aziicares solubles obtenidos segiin el método del ferricianuro potdsico en las muestras procesadas
(g/100 g materia hiimeda).

MUESTRA N° AZUCARES SOLUBLES
Lote TOTALES
| ! | 4,017 + 0,091 |
ZANAHORIA | 2 | 3,227 + 0,041 |
| 3 | 3,047 + 0,022 |
| 1 | 4,861 + 0,176 |
REMOLACHA | 2 | 4,204 + 0,086 |
| 3 | 5,088 + 0,714 |
| 1 | 2,341 £ 0,155 |
NABO | 2 | 1,328 + 0,061 |
| 3 | 1,746 + 0,305

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n° 40. Estadisticos generales calculados para los valores de aziicares solubles obtenidos por el método del ferricianuro
potisico en las muestras frescas.

“ MUESTRA | AZUCARES SOLUBLES H
TOTALES
| zanaBoria | ||
!| X | 4,885 I
fl SD | 0,450 |
I SE I 0,260 l!
| RSD | 0,092 I
|  rEmoLacHA | I
I X | 7,143 |
” SD | 1,890 I
| SE | 1,001 |
| RSD I 0,265 I
| NABO | |
| X | 2,648 I
]| SD | 0,680 |
!I SE | 0,391 u
|| RSD | 0,256 ||

X = valor medio (g/100 g materia himeda); SD = desviacion estdndar; SE = error estdndar; RSD = desviacién estdndar relativa



Tabla n° 41. Estadisticos generales calculados para los valores de aziicares solubles obtenidos por el método del ferricianuro
potdsico en las muestras procesadas.

AZUCARES SOLUBLES TOTALES ”

|| MUESTRA |

| ZANAHORIA | I
I X l 3,430 Ii
| SD | 0,516 I
|| SE | 0,298 |
| RSD | 0,150 |
| REMOLACHA | —Il
I X I 4,718 |
| SD | 0,459 |
!I SE | 0,265 |
| RSD | 0,097 I
|| NABO | ||
|| X | 1,746 I
| SD | 0,529 |
|| SE | 0,305 II
!| RSD | 0,303 [I

X = valor medio (g/100 g materia himeda); SD = desviacion estindar; SE = error estdndar; RSD = desviacién estdndar relativa



Tabla n° 42.

Comparacién del contenido de fibra alimentaria obtenido por métodos detergentes en zanahoria fresca y procesada

(g/100 g materia hiimeda).

| FAD || FND ”

Ilfte TEE;?I%O | FREsco | PROCESADO |  FRESCO | PROCESADO ”
| I | 1,399 | 1,781 I 1,680 | 1,617 |i

| I | 1,404 | 1,294 | 1,692 | 1,440 ”
| 1 | 1,357 | 1,295 I 2,039 | 1,263 i
| xzxse | issexo01s | 1as7xoue | 18 to18 | 1440+0102 |

| I | 1,566 | 1,643 | 1,943 | 1,455 |

;| I | 1,433 | 1,468 l 1,907 | 1,547 |
| 10 | 1,698 | 1,323 | 1,897 | 1,501 |

| x+se | 1566+0076 | 1,478+0093 | 1916+0014 | 1501 +0026 |

| I | 1,481 | 1,362 I| 1,982 | 1,576 |]
;| I | 1,826 | 1,055 | 2,433 | 1,544 I
| I | 1,435 | 1,154 | 2,191 | 1,447 |

| x+se | 1s81+0123 | L190+0090 | 220240130 | 1523 +0039 |

X + SE = Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n® 43. Comparacién del contenido de fibra alimentaria obtenido por métodos detergentes en remolacha fresca y procesada
(g/100 g materia himeda).
| FAD ” FND ”
e CERMICO | FREscO | PROCESADO |  FRESCO | PROCESADO |
| | I | 1,459 | 1,212 I 1,992 | 2,150 I
| 1 | 1,628 | 1,323 | 1,992 | 2,124 I
1| I | 1,466 | 1,226 | 2,074 | 2,857 |
| x+sE | x=151840055 | 1254+0035 | 2019+0028 | 2377+0240 |
| 1 | 1,426 | 1,102 | 2,685 | 1,852 [
- I | 1,713 | 1,147 | 2,678 | 1,806 |
| I | 1,878 | 0,993 || 2,847 | 1,825 I
P | x+se | x=162+0132]| 1081+0046 | 273740055 | 1.87+003 |
| I | 1,236 | 1,074 || 2,160 | 1,682 ||
;| I | 1,182 | 1,052 || 2,108 I 1,577 I
| i | 1,099 | 1,055 | 2,132 | 1,608 II
| x+sE | x=1,172+0040 | 1,060 +0,007 | 2134+0015 | 1,622+0031 |

X + SE = Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n° 44.

Comparacién del contenido de fibra alimentaria obtenido por métodos detergentes en nabo fresco y procesado

(g/100 g materia hiimeda).

| FAD | FND |

e ‘ TERMICO | FREScO | PROCEsADO |  FRESCO | PROCESADO |

| | I [ 2,131 | 1,807 [ 1,777 | 1,859 I
| I | 1,905 | 1,740 I 1,838 | 1,773 |

. 1 | 1,964 I 1,819 I 1,820 | 1,947 |

| x+se | 2000+0068 | 1,788+0025 | 1.82+0018 | 1,859 + 0,050 ||

| I I 1,442 | 1,463 | 1,488 | 1,918 |

., | I | 1,264 | 1,605 I 1,368 ! 1,693 |

| Il I 1,425 | 1,557 | 1,379 | 1,673 I

| | x+sE | 137740057 | 1542+0042 | 1412+0038 | 176140077 |
| I | 1,763 | 1,444 || 1,943 | 1,384 ||

. I | 1,774 | 1,539 I 1,804 | 1,507 |

| I | 1,987 | 1,461 | 1,906 | 1,433 I

| x+se | 184110073 | 14814002 | 1885+00s1 | 144140036 |

X + SE = Valor medio + error estindar (n=0)



Tabla n® 45 a. Comparacién del contenido de cenizas y proteinas en los residuos de FAD y FND en las tres hortalizas frescas y
procesadas (g/100g materia hiimeda).

CENIZAS I PROTEINAS "

} MUESTRA Ne FAD | FND ” FAD | FND "
Lote FRESCO PROCESADO | FRESCO PROCESADO ” FRESCO PROCESADO | FRESCO PROCESADO ||

l 1 | | " 0,014 + 0,001 0014 + 0002 | 0033+ 000 0,024 + 0,002 "

ZANAHORIA I 2 | | " 0,018 + 0,001 0,008 + 0,001 0,049 + 0,001 0,021 + 0,001 "

I 3 | l || 0,022 + 0,002 0,016 + 0,001 0,035 + 0,002 0,020 + 0,001 "

| | 1 | eontzoom | o018 4000 ” 0,070 4 0,003 0,048 + 0,001 0,133 + 0,002 0,155 + 0,014 “
REMOLACHA | 2 | 0011 + 0,00 | 0,022 + 0.001 || 0,111 + 0,009 0055 + 0,002 | 0183 + 0,004 9,111 + 0,001 ”

i 3 | 0030+ 000 I ootz + 0000 | 0070+ 000 0,046 £ 0,003 | 0147 20,001 0,083 + 0,00 ”

l 1 I 0,009 + 0,001 l 0,007 + 0,001 n 0,019 + 0,001 0023 0001 | 0,002 £ 0,001 0,007 + 0,001 "

NABO I 2 | ocwzo0m | 0002000 " 0,024 # 0,001 0017 000 | 0,006 + 0,001 0,006 + 0,001 "

| 3 I 0,010 £ 0001 | 0.007 4 0,001 " 0,024 % 0,001 0,013 + 0,001 | 0,006 + 0,001 0,005 + 0,001 ||

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n® 45 b. Comparacién del contenido de cenizas en los residuos de FI y FS y de proteinas en FI en las tres hortalizas frescas
y procesadas (g/100g materia hameda).

CENIZAS I PROTEINAS "

MUESTRA N® FI Fs " FI "

; Lote FRESCO PROCESADO FRESCO ] PROCESADO ” FRESCO PROCESADO ||
| 0,065 + 0,001 0,043 + 0,001 0,096 + 0,001 | 0,092 + 0,001 ” 0,905 + 0,002 | 0,552 + 0,001 ]I

ZANAHORIA | 2 0,068 + 0.001 0,033 + 0,001 0,065 + 0,001 | 0,087 + 0,001 " 0,896 + 0,001 [ 0,647 + 0,003 "
| 3 0,108 + 0,002 0,041 + 0,002 0,079 + 0,001 ' 0,078 + 0,001 " 1,125 + 0,003 0,477 + 0,001 I

| 0,094 + 0,001 0,050 + 0,001 01250002 | 0,101 £ 0,001 ” 0,111 + 6,001 0,143 + 0,002 "

REMOLACHA | 0.127 + 0,002 0.044 + 0,001 0,083 + 0,001 I 0,060 + 0,001 || 0,166 + 0,001 | 01m + 0,001 I
| s 0,075 +0,001 0,024 + 0,001 0,106 + 0.002 | 0,039 £ 0,001 I 000 + 0,001 | omzso002

I 1 0,072 + 0,001 0,041 + 0,003 0,099 + 0,003 l 0,028 + 0,001 " 0,393 + 0,004 | 0,267 + 0,001 “

NABO | 2 0,037 + 0,001 0,016 + ©,001 0,050 + 0,002 [ 0,070 + 0,002 " 0,365 + 0,003 | 0,379 + 0,001 "

l 3 0,091 + 0,001 0,060 + 0,001 0,078 £ 0.002 | 0,111 0001 ” 0,758 + 0,001 | 0,381 + 0,001 "

Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n° 46. Comparacién del contenido de fibra alimentaria obtenido por el método de Asp en zanahoria fresca y procesada
(g/100 g materia himeda).

l FI | FS l FT "
Ne TRAT.

Lote | TERMICO | FRESCO l PROCESADO ’ FRESCO l PROCESADO | FRESCO ; PROCESADO “

| t | 13| 133 | o060 | o6 | 198 | 230 |

N S L4l | osee | 1os | e | 216 |

| m | 120 | 13es ] os | nme | g | 25 |

X +SE | 124340073 | 1.266 + 0,063 | 0,578 + 0,026 | 1,079 + 0,049 | 1,821 + 0,075 | 2,345 + 0,103 |

|t | 11 | o090 | oe0 | 129 | 153 | 2159 |

) n | 1w | toes | oset | e | 1 | 2134 |

| m | 1245 | 1063 | oes | 1057 | 1923 | 2120 |

X + SE | 1,301 + 0,089 | 1,033 + 0,048 | 0,582 + 0,064 | 1,104 + 0,058 | 1,884 + 0,046 | 2,137 + 0,011 |

S S R I S e | owom ) umo | 2 | 2ee |

s | | wesr | a2es | 1216 | 1089 | 2283 | 2315 |

 m | 1303 | 1350 | 1199 | 13 | 250 | 2688 |

| X+ SE | 121440074 | 1,263+ 0051 | 1,163 +0,045 | 1,206 + 0,08 | 2,377 + 0,065 | 2,469 + 0,112 |

X + SE = Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n° 47.

(g/100 g materia hiimeda).

Comparacién del contenido de fibra alimentaria obtenido por el método de Asp en remolacha fresca y procesada

| FI I FS | FT “
N° | TRAT.

Lote | TERMICO | FRESCO ‘ PROCESADO ’ FRESCO ‘ PROCESADO ! FRESCO I PROCESADO “

|1} 2318 | 262 | osm | 1336 | 3155 | 391 |

ol | 2 | 250 | o901 | 1,538 | 3013 | 4,039 [

| m | 218 | 2m0 | o0 | 1568 | 318 | 437 |

| x+SE | 2,206+ 0,600 | 2,644 + 0,083 | 0,899 40,035 | 1,481 + 0073 | 3,105 £ 0046 | 4,124+ 0,118 |

|1 | 272 | 180 | ose | 1014 | 3566 | 282 |

o | u | ams | a7st | o8| 1,051 | 380 | 283 |

| m | 287 | 1m0 | o09s6 | 0,906 | 383 | 2,603 I

| x+SE | 2,822+ 0,033 | 1,773 + 0,051 | 0,924 £ 0,060 | 0990 £ 0,044 | 3,746 + 0,001 | 2,763 + 0,083 |

| 1 | 2200 | 153 | 109 | 1,137 | 320 | 2700 |

Lo | aan | uses | o098 | e | 3260 | 2700

| m | 2123 | e | 103 | 1,165 | 3,126 | 3,156 |

| x+sSE | 2211+ 0054 | 1,706 + 0,143 | 0,999 + 0,023 | 1,149 £ 0,008 | 3,211 £ 0,044 | 2,85 + 0,151 |

X + SE = Valor medio + error estindar (n=06)



Tabla n® 48.

Comparacién del contenido de la fibra alimentaria obtenido por el método de Asp en nabo fresco y procesado

(g/100 g materia hiimeda).

I B
N° TRAT.

Lote | TERMICO ' FRESCO ‘ PROCESADO I FRESCO l PROCESADO | FRESCO ‘ PROCESADO ||

| I | 1533 | 1545 | o068 | 1094 | 2200 | 2630 |

o s | aso | eme | ooz | 2080 | 2412 |

| m | is2 ] 134 | o766 | o2 | 228 | 226 |

| x+sE | 1,525 +0004 | 1,480 = 0,045 | 0,718 + 0,028 | 0,949 + 0,075 | 2,243 + 0,025 | 2,429 + 0,117 |

| I a3 | 140 | oes | o2 | 1ms | 2002 |

- 0 | 108 | 1240 | o042 | o7 | 15 | 2037 |

o om | 120 | 123 | o | o008 | nea | 233 |

| x+SE | 1,212 40071 | 1,304 + 0,059 | 0,450 £ 0,019 | 0,819 + 0,045 | 1,662 + 0,059 | 2,123 + 0,104 |!

| I | 1,546 | 1356 | o057 | ome | 213 | 2|

s L om | wes | a3 | o5 | o6 | 2157 [ 224 I

| m | 1er | 1 | osee | om0 | 2100 | 218 |

| x+sE | 1,597 +0,026 | 1,386 + 0,025 | 0,566 + 0,017 | 0,788 + 0,034 | 2,163 + 0,014 | 2,173 £ 0,033 |

X + SE = Valor medio + error estindar (n=6)



Tabla n° 49, Comparacién de la distribucién de fibra insoluble y de fibra soluble en la fibra alimentaria total de las hortalizas
frescas y procesadas.

Ne | FI | FS |
MUESTRA Lote | FRESCO PROCESADO |  FRESCO PROCESADO _|
1 68,259 53,987 31,741 46,013
ZANAHORIA 2 69,055 48,339 30,892 51,661
3 51,073 51,154 48,927 48,846
| 1| 71,047 | 64,113 | 28,953 | 35,912 I
REMOLACHA | 2 | 75,334 | 64,169 | 24,666 | 35,831 II
| 3 ] 68,857 | 59,755 | 31,112 | 40,245 [|
| 1 67,989 I 60,930 | 32,011 | 39,070 ]I
xago L2 72,924 | 61,423 | 27,076 | 38,577 I
| 3| 73,833 | 63,783 | 26,167 | 36,263 |




Tabla n®50.

Comparacién del contenido de monosacdridos neutros en la fibra alimentaria de zanahoria fresca y procesada (g/100 g materia himeda).

TRAT, I CELOBIOSA GLUCOSA XILOSA GALIRAM i ARARINOSA I MANOSA

N TERMICO
Lode | FRESCO PROCESADO FRESCO PROCESADO FRESCO PROCESADO FRESCO PROCESADO ' FRESCO PROCESADO | FRESCO PROCESADO "
| 1 | 0.03% 0.038 .43 0,411 0.036 0.020 0.240 0.20% l 2,151 0,246 I 003} 0,033 "
' n | 2.037 0,051 .44 0.477 0.049 0.07% 0,250 0.211 i 0.153 C.182 | 0.039 0,039 "

1
I [il | 0,040 0.041 0,418 0.346 0,047 0,028 0,250 0,208 I 0.159 0,213 | 0,030 0,035 "
| X t SE I 0,037 + 0.002 0,043 1 0,004 0,449 + 0,023 0.411 1 0.038 0.04 + 0.004 0,028 1 0.003 0,248 + 0,003 0,208 + 0,002 | 0,168 + 0,019 0.214 + 0.019 | 0,033 + 0,002 0.036 + 0,002 "
| 1 i 0,038 0.050 0,265 0.351 0.040 8.025 70,169 0,296 I 0,126 G202 | 0.035 0.025 Ii
| I I 0.040 0,078 0.2%0 0,411 0041 0.02% 0,174 0.285 | 0.118 0.223 | 0,030 0,023 "
2

! m I 0.039 0.050 0.304 0.336 0.037 0.0%1 0152 0.21% I 0,097 0158 | 0.034 0.053 "
l X + SE I 0,03 = 0001 0,059 + 0.008 0,286 ¢ 0,012 0.366 ~ 0.023 0,039 + 0.001 0.028 - 0.002 0.178 + 0.007 0.267 = 0.024 l Q113 + 0,009 0,134 £ 0,019 | 0,033 + 0.002 0,027 + 0,003 "
1
| 1 I 0.096 0,038 0.533 0.309 0.050 0.0%6 0,225 0.22% l 0.211 0.264 | 0,047 0,020 “
| I | 0,087 0,070 0.543 0,354 0.047 0,054 0,302 0,349 I 0,232 a.3n | 0,048 0,029 H
3 1
| m | .14 0.00% 0,516 0.377 0.051 0.072 0,332 0,412 | 0,303 0,349 | 0.047 0.028 El
1
| X + SE | 0,108 = 0,017 0.069 + 0.018 0.531 + G0 0.347 = 0,020 0.049 + 0.001 G061 * 0.006 0,287 £ 0.032 0,353 = 0.033 | 0.248 + 0,028 0,308 + 0,024 | 0.047 1 0,010 4.026 £ 0.00% ”
1




Tabla n®51.

Comparacién del contenide de monosacdridos neutros en la fibra alimentaria de remelacha fresca y procesada (g/10¢ g materia himeda).

TRAT. | CELOBIOSA | GLUCOSA XILOSA | GAL/RAM ARABINOSA I MANOSA I |
N* TERMICO H
Lote | FRESCO PROCESAIN)Y | FRESCO PROCESADO FRESCO PROCESADG | FRESCO PROCESADO FRESCO PROCESADO ] FRESCO PROCESADO | |
]
1 | 0,069 0.096 | 0,453 0.647 0,042 0,058 | 0.095 0.108 0.467 0,582 | 0,044 0.056 ”
]
n l 0.064 0.088 | 0,491 0,648 0.037 0.058 | 0.106 0,131 0,406 0,620 | 0,033 0.049 ”
. :
m l 0.060 0,07 | 0,346 0,942 0.0%3 0,049 I 0,153 0,201 0,410 0,536 | 0,040 8,043 "
X + SE | 0,064 + 0.003 0.087 + 0.006 | 0,430 + 0,043 0,745 + 0,09 0,037 + 0.003 0.069 1+ 0.015 | 0.118 + 0.018 0,146 + 0,028 0,428 + 0,020 0,573 + 0,025 | 0.03%9 + 0,003 9.049 + 0,004 ”
]
I | 0.078 0.087 | 0.728 0,585 0,042 0.046 ! 0,265 0.7 0,69 0,65 | 0,042 0,060 I
b 1
iI | 0.071 0,084 | 0,648 0.6H 0,038 0,061 ] 0,237 G, 167 0.680 0.632 I 0.0+ 0.081 ”
2 1
IH I 0.084 0,084 | 0. 775 0,660 0.040 0,030 ] G317 0,199 0.768 0671 | 0,043 0.08% ”
X =z SE I 0.077 £ 0.004 0.088 + 0,603 | 0,716 + 0,038 0.630 + 0.023 0040 £ 0.0 0.046 = 0,090 1 0,270 ¢ 0,024 0.201 = 0.020 0.Me + 0.027 0.651 1 0.011 I 0.043 + 0,006 0,063 + 0.003 ||
]
T I 0.029 0.048 | 0.55% 0,498 0.037 0.027 ] 0178 0,182 Q,H9 0.389 I 0.041 0,064 u
I | 0,008 0.059 | 0,513 0.493 0.082 0.028 | 0,18 0.214 0,486 0.465 t 0,040 2,060 [l
3 .
ut | 0,051 0.061 | 0.525 0.481 0,09 0.023 | 0129 .28 0.520 0,52 ‘ 0,054 0.074 "
X - SE | 0.040 1 0.006 0,056 « 0,004 | 0,531 £ 6,013 0,491 + 0,005 0,033 1 Q002 0.026+ 0,000 ] 0,158 = 0,013 0.204 = 0.011 0.485 + 0.021 0.452 + 0,033 [ 0.045 + 0,008 0,066 + 0.004 ||
X + SE = valor medio + error estandar (n=6)



Tabla n°52.

Comparacién del contenido de monosacdrides neutros en la fibra alimentaria de nabo fresco y procesado (g/100 g materia hiimeda).

TRAT. i CELOBIOSA GLUCOSA I XILOSA I GAL/RAM ARABINOSA I MANOSA
Ne TERMICO
Lot ] FRESCO PROCESADO FRESCO PROCESADO I FRESCO PROCESAIN) | FRESCO PROCESADO FRESCO PROCESADO | FRESCO PROCESADO "
| 1 | 0.073% 0.078 0.770 0,849 l 0,075 0.069 I o178 0,147 Q.160 0,152 I 0,063 0.047 "
I I I 0,060 0,058 0,706 0.828 I 0.081 0,103 I 0,129 G, 110 0,185 0,160 I 0.059 0.037 "
1
i 1 I 0,058 0,048 0.687 0,782 | 0.099 0,12 l G, 165 0.130 0.1% 0.147 I 0.063 0,054 "
i Xz SE | 0.063 + 0,005 0,060 + 0,009 0,721 £ 0,025 0,820 + 0,020 | 0.084 £ 0.007  0.09 + 0.016 | 0,156 + 0,014 0179 £ 0.011 0.167 £ 0.009 0.15% + 0,004 | 0,062 £ 0002 D.45 + 0.005 ||
| I f 0.036 0.109 0.560 0,808 | 0.076 0127 I 0.1 0.128 0,157 014 | 0,089 .07 ||
| I | 0.056 0,060 0.540 0,759 | 0.00 0.106 | 0.103 o131 0,189 0,186 | 0.053 0.051 "
2
I hi{} | 0,057 0.062 0.547 09.767 | 0,097 0.102 | o116 0,125 Q170 0,148 | 0,068 0,043 "
I X - SE | 0.058 + 0,001 0,077 + 0,016 0,545 = 0.006 0,778+ 0,015 I 0.089 + 0.007 0,112 + 0.008 | G111 ¢ 0,003 Q.128 = 0.0G2 0,172 £ 0.009 0.159 + 0.0i3 | 0.060 + 0.004 0,640 £ 0,007 "
I 1 | 0.087 0.1 0,875 0.926 I 0.103 0.00 | 0.211 6173 0,191 017 | 0.079 0.101 "
| I l 0,082 0,099 0.B51 0.891 | 0,101 0.08] | 0,195 0,114 0.227 0.187 I 0,063 0,069 "
3
| in | 0.084 0.088 0.923 0914 | 0,105 Q.100 | [(JE) 0.21% 0,232 0,19 I 0,071 0,109 "
| X = SE l 0,084 + 0,001 0,103 + 0.010 0.883 + 0.01 £.710 ¢ 0.010 | 0,103 + 0.001 0.093 + 0,006 ] 0,207 ¢ 0,006 0.168 = 0.030 0,217 + 0.013 0,185 + 0,009 I 3,072 + 0,004 0,093 + 0,012 ||
X + SE = valor medio + error estindar (n=6),



Tabla n° 53. Comparacién del contenido de monosacdridos neutros totales en la fibra alimentaria en las tres hortalizas frescas y procesadas
(g/100 g materia humeda).

| o | TRAT. | ZANAHORIA | REMOLACHA | NABO ||
| Lote | TERMICO | pppsco | PROCEsADO |  FREsco | PROCESADO | FREsco | PROCEsADO |
1 ] oeer | o093 | w0 | asw | ame | |

I 1,025 | o9 | L137 | L6 | 120 | 1203 |

1| om | 0,944 | 0,869 | 1,042 | 1,848 | 1,228 | 12810 |

| | x+sE | 0979 +002¢ | 093740036 | 1,116+ 0066 | 1,670+ 0094 | 1,255 + 0,031 | 1,304 + 0,017 |
| 1| o6 | o9 | 1,846 | 1,666 | o9 | 1343 |

T n | oes | e | oumr ] uew | e | 100 |

> | m | o1 | osr | 207 | 1,73 | 106 | 128 |

| x+SE | 0,689 40009 | 094140064 | 1,863 + 0,090 | 1,679 +0,022 | 1,097 £ 0,010 | 1,295 + 0,027 |

| I | 162 | o986 | 1280 | 1208 | 1547 | 1491 |

| o | 12et | e | 125 | 139 | s | 14a |

3| m | 1,38 | 1335 | 1,38 | 1,357 | 1,620 | 1540 |

| X +SE | 1,271 £0,066 | 1,163 0,101 | 1,290 + 0,00 | 1,295 +0,045 | 1,565 + 0,032 | 1,491 % 0,029 |




Tabla n® 54.

Comparacién de la distribucién de los monosacdridos neutros en las hortalizas frescas y procesadas.

Ne CELOBIOSA GLUCOSA XILOSA | GAL/RAM | ARABINOSA | MANOSA ||

MUESTRA bote FRESCO PROCESADO FRESCO PROCESADO FRESCO ] PROCESADO | FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO ||

1 3,779 4.568 45,863 43,661 da0a | 2,656 | 2532 | nmos | i | mms | osam l 3,824 "

ZANAHORIA 2 5,669 6,260 41,570 38.835 se69 | 2,970 | 2sen | 2330 | ieaze | 20ss | aw I 2,865 ”
3 8,504 5,922 41,811 29,782 358 | 5,235 | o225 | o2 | wess | 2sas | a0 | 2,231 ”

I 5,735 5.223 18,530 44,787 aas | 4,143 | 105 | 8.765 b osesst | sa400 | 3495 | 2,942 I

REMOLACHA ? 4.133 5.244 38,433 37,536 2,147 [ 2,741 | 14,493 | 11,976 | 38.433 | 38,788 I 2,308 | 3.754 ||
3 3,098 4.338 41,131 38,033 2,556 | 2.014 ] 12.239 I 15.802 | 37,568 | 35,012 | 3.486 | 5112 "

1 5.420 4494 57,450 59,540 6.603 ’ 7.340 | 12.430 | 11.552 l 13.307 | 11,460 | 4,940 | 3.371 "

NABO 2 5,400 5,940 52,941 60,019 R.582 I 8.640 | 16,704 | 9.474 I 16.586 | 12,266 | 5,786 I 3,086 "

3 5.361 6.573 56,350 58,073 6.573 | 5,935 | 13,210 | 10,721 | 13,848 | 11,810 | 4,595 | 5.935 "




Tabla n® 55. Comparacién del contenido de polisacdridos celuldsicos y no celulésicos en zanahoria fresca y procesada (g/100 g materia

hiimeda).

N° | TRAT. , POLISACARIDOS CELULOSICOS POLISACARIDOS NO POLISACARIDOS TOTALES H

Lote | TERMICO CELULOSICOS
| FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO |
| r | 0,424 | 0406 | 0444 | o448 | oses | os4 |
| o 0,480 | 0,478 | 0,440 f 0,410 | 0,920 | osss |
t] om | 0,414 | o030 | o4 | o4 | oz | o |
| x +sE | 0439 +0021 | 0411 +0037 | 0439 +0003 | 0429 + 0011 | 0878+ 0,022 | 0,840 + 0,056 I
S T 0,274 | o034 | o039 | osss |  oee | ogs ||
| n 0,299 | o4aa | o033 | o4 | oe2 | o3 |
2 | om | 0,311 | os0 | o030 | o34 | oen | om |
| X 3 SE | 02950011 | 0386 +0,029 | 0324 +000 | 0460+ 0033 | 0,619 +0,008 | 0,846+ 0,058 |
| 1 | 0,571 | o034 | o414 | oses | 105 | ose |
| | 0,573 | o3ss | oset | oes | 1134 | 00 |
3] m | 0,598 | o3 | oe2 | o | 120 | n99 |
| X +SE | 0580£0009 | 03780034 | 0563 + 0051 | 0,649 0059 | 1,143 +0059 | 1,027 0,092 Ii

X + SE = valor medio + error estindar, (n=6)



Tabla n°® 56. Comparacién del contenido de polisacdridos celulésicos y no celul6sicos en remolacha fresca y procesada (g/100 g materia
hiimeda).
| N° | TRAT. | POLISACARIDOS CELULOSICOS | POLISACARIDOS NO CELULOSICOS | POLISACARIDOS TOTALES Ii
| Lote | TERMICO | torsco | PROCESADO |  FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO |!
| I | 0,474 | 0.673 | 0,573 | 0,693 | 1,047 | 136 |
| o 0,503 | 0,667 | 0,514 | 0,794 | 1,017 | 146t I
plom | 0,369 | 0921 | 0,564 | 0,735 | o093 | 1e6 |
| x+SE | 0449 +0041 | 0754 + 0084 | 055 +0018 | 0741 +0,029 | 0,999 + 0,034 | 1,494 + 0,085 |
| I | 0,730 | 0,609 | 0,921 | 0,880 | 1,650 | 148 |
I 0,650 | o060 | 0,885 | 0,824 | 1,535 | 148 |
2 | m | 0,778 | 0,683 | 1,034 | 0,858 | 182 | 154 |
| | x+sE | 0719+0037 | 0,651 +002 | 0947 +0045 | 0854+0016 | 1,666+ 0,080 | 1,505 + 0,018 ||
R 0,527 | o506 | 0,624 | 0,588 | Lis2 | 1|
| o | 0,498 | o500 | 0,641 | 0,681 | Lo | s
3| m | 0,520 | 049 | 0,648 | 0,724 | 68 | 1208 |
| x+sE | 0515+0,009 | 0495 +0008 | 0638 +0007 | 0664+0040 | 1,153+ 0,008 | 1,159 + 0,033 |

X + SE = valor medio + error estindar (n=6),



Tabla n°® 57. Comparacién del contenido de polisacdridos celuldsicos y no celulésicos en nabo fresco y procesado (g/100 g materia himeda).

N° | TRAT. | POLISACARIDOS CELULOSICOS | POLISACARIDOS NO CELULOSICOS | POLISACARIDOS TOTALES |

|

Lote | TERMICO [ "torsco | PROCESADO |  FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO |
| | 0,762 | o837 | 0,412 | 0,365 | e | 120 |

| oo 068 | 078 | 0,403 | 0,363 | 2 | e |
lom | 0,674 | 0748 | 0,439 | 0,402 | Lz | 0 |
| X +SE | 07080027 | 0795 +002 | 0418+0011 | 037740013 | 1,126 005 | 1,171 £ 0,016 |

| I | 0.557 | 0,831 | 0,359 | 0,378 | 0,916 ] 1200 |

| u | 0,539 | 0,741 | 0.391 | 0,420 | o9 | e |

2 | m | 0,547 | o740 | 0,400 | 0,372 | o947 | i1 |
| x+SE | 054840005 | 0774+0029 | 0383 +0013 | 0390 +0015 | 0931 +000 | 1,164 +0,025 |
S 0,870 | 0951 | 0,520 | 0,483 | 130 | 1433 |

| u | 0,844 o | 0,522 | 0,399 | 17 | 1295 |
3 m | 0,910 | o8 | 0,553 | 0,556 | 1463 | 1am |
| X+sE | 0875410019 | 092240016 | 0532001 | 0480 £0,045 | 1,407+ 0029 | 1,400 £ 0,054 |

X + SE = valor medio + error estdndar (n=6©),



Tabla n° 58. Comparacién de la distribucién de celobiosa y glucosa en el total de polisacdridos celuldsicos en las tres
hortalizas frescas y procesadas.

| CELOBIOSA | GLUCOSA ||

MUESTRA | N | FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO ”
1 | e | 993 | w2023 | 90as2 |

JANAHORIA | 2 | 1256 | wer | srae | ssgs |
| 3 | mrsse | 173 | s2aa | s2841 |

|1 | 3sse | tost | se414 | svee6 |

cemoracha |2 | se | nese | ssmie | sesa |
| 3 | 7282 | 1076 | 9278 | 89258 l|

|+ | ssos | 7m0 | 9ras | 9260 |

nago L2 | oms | eseo | 9025 | 0752 |

| 3 | 91 | 066 | o089 | 89965 |




Tabla n® 59. Comparacién de la distribucién de los monosacdridos neutros en el total de polisacdridos no celulésicos en las hortalizas frescas y procesadas.

No | XILOSA | GAL/RAM ARABINOSA | MANOSA |

MUESTRA | Lote | rpESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO |
| + | 8815 soe2 | 50.800 43,450 33,713 se2 | 683 74355 |

zanaHORIA | 2 | 10710 sa01 | 49,383 51,852 30,864 16,945 | 6,834 583 |
| 3 | 7738 7982 | 45907 47,531 38,970 10,50 | 7651 3,438 [|

|1 | eo2 8143 | 19,343 17.827 68,613 68,058 | 6,387 soat |
REMOLACHA | 2 | 369 4882 | 25660 18,215 66,526 69,583 | 4,118 602 |
| 3 | asss 3461 | 22,257 27,686 66.928 59,887 | 6270 8577 |

b1 | 17986 2685 | 33,813 30,600 35,252 3611 | 13,189 w051 |

napo | 2 | 20365 25075 | 26,110 29,425 39,426 1582 | 14,09 0212 |

| 3 | 170 70 | 34962 31,505 35,902 14,000 | 12,030 17,52 |

Factor de transformacién de monosacdridos en polisacdridos: Pentosas - 0,88; Hexosas - 0,90,



Tabla n° 60. Comparacién del contenido de sustancias pécticas, expresado en dcido
galacturénico, en zanahoria fresca y procesada (g/100 g materia mimeda).

Ne TRAT. FRESCO PROCESADO ll
Lote TERMICO

| I | 0,522 | 0,489 I

| I | 0,565 | 0,457 |

| 11 | 0,566 | 0,466 I

|  x+sE | 0,551 + 0,015 | 0,471 + 0,010 I

| I | 0,555 | 0,438 ||

| I | 0,477 | 0,410 I

2| I | 0,512 | 0,428 I]

| Xx+SE | 0,514 + 0,022 | 0,425 + 0,008 |

| I | 0,610 | 0,381 |

| II | 0,523 | 0,310 |

30| 0 | 0,579 | 0,351 I

| x+SE | 0,571 + 0,026 | 0,347 + 0,020 ||

X + SE = valor medio + error estidndar (n=6),



Tabla n° 61. Comparacién del contenido de sustancias pécticas, expresado en dcido
galacturénico, en remolacha fresca y procesada (g/100 g materia himeda).

N° . TRAT. FRESCO PROCESADO
Lote TERMICO
| 1 0,406 0,337 |
| 11 0,355 0,301 ”
! | 0,365 0,338 I
| 0,375 + 0,016 0,325 + 0,012 |
| 0,492 0,288 l
| 0,498 0,290 ||
2 | 0,495 0,348 |
| 0,495 + 0,002 0,309 + 0,020 |
1 0,311 0,295 I
| 0,322 0,226 |
3 | 0,362 0.301 i
| 0,332 + 0,015 0,274 + 0,024 |]

X + SE = valor medio + error estindar (n=6),



Tabla n® 62.

Comparacion del contenido de sustancias pécticas, expresado en acido
galacturdnico, en nabo fresco y procesado (g/100 g materia hiimeda).

N° | TRAT. ’ FRESCO PROCESADO H
Lote | TERMICO

| I | 0,366 | 0,282 Ii

D 0,342 | 0,223 |

i om | 0,368 | 0,262 |

| | x+sE | 0,359 + 0,008 | 0,256 + 0,017 I!

| I | 0,311 | 0,260 |

I - 0,312 | 0,240 |

2 | 111 | 0,329 | 0,270 |[

| Xx+se | 0,317 + 0,006 | 0,257 + 0,009 I!

| 1 | 0,360 | 0,254 |

O 0,338 | 0,237 !

3] m | 0,327 | 0,220 I

| x+sE | 0,342 + 0,010 | 0,237 + 0,010 ||

X + SE = valor medio + error estindar (n=6),



Tabla n® 63.

Comparacién del contenido de polisacdridos no almidon (NSP) en zanahoria

fresca y procesada (g/100 g materia himeda).

Ne TRAT. | NSP |
Lote TERMICO | FRESCO | PROCESADO |
I I | 1,338 | 1,294 |

| I | 1,429 | 1,299 |

L | 1 | 1,357 | 1,198 I

| x+sE | 1,374 + 0,028 | 1,264 + 0,033 I

| I | 1,103 | 1,246 |

| I | 1,051 | 1,312 |

2 | 1 | 1,092 | 1,128 I|
| x+se | 1,082 + 0,016 | 1,229 + 0,054 [!

I I I 1,595 | 1,225 I

| I | 1,604 | 1,279 l

3 | 11 | 1,771 | 1,515 |l
| x+sE | 1,657 + 0,057 | 1,340 + 0,089 ||

X 4+ SE = valor medio + error estindar (n=6),



Tabla n°® 64.

Comparacion del contenido de polisacirides no almidén (NSP) en remolacha fresca

y procesada (g/100 g materia himeda).

Ne TRAT. | NSP |
Lote TERMICO | FRESCO | PROCESADO |!
| 1 | 1,413 | 1,669 [l

| I | 1,336 | 1,912 |

1 | 1 | 1,261 l 1,960 I

| X + SE | 137+0044 | 1847+0090 |

| I | 2,093 | 1,748 |

| 1 | 1,983 | 1,745 H

2 | 1 | 2,258 | 1,855 |

| X + SE | 21mixo080 | 1783003 |

| I | 1,432 | 1,359 I

| I | 1,430 | 1,384 I

3 | I | 1,494 | 1,474 |

| X + SE | was2x00m | 14060035 |

X + SE = valor medio + error estandar (n=06),



Tabla n° 65.

Comparacién del contenido de polisacdridos no almidén (NSP) en nabo fresco

y procesado (g/100 g materia hiimeda).

Ne TRAT. | NSP I
Lote TERMICO | FRESCO |  PrROCEsADO |
| I | 1,503 I 1,456 ||

| I | 1,400 | 1,362 I

1 | it | 1,444 | 1,386 I

| X + SE | 144040030 | 14010028 |

| I | 1,19 | 1,443 ||

| i | 1,211 | 1,377 I

2 | I | 1,244 | 1,364 I
I X + SE | 121740014 | 1395+0024 |

[ I | 1,715 | 1,662 |

| 0 | 1,671 | 1,508 |

3 I 0 | 1,758 | 1,672 |

| X + SE | 1ms+o00s | 161440053 |

X + SE = valor medio + error estdndar (n=6)



Tabla n® 66. Comparacién del contenide de fibra alimentaria total calculada por distintos métodos en zanahoria fresca y
procesada (g/100 g materia hiimeda).

Ne |  TRAT. | FND + SP | FI + SP | FI + FS ||
Lote | TERMICO | \ppsco | PROCESADO |  FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO |

| 1| 200 | 2057 ] 1,819 | 1,753 | 1958 | 2349 |
o | 2200 | 182 | 1610 | 1,552 | 1607 | 2,066 |

Ll om | 2548 | 1682 | 780 | ues | 1ser | 25|

| | X +SE | 2300+ 0,125 | 1,864 + 0,108 | 1,739 + 0,065 | 1,689 + 0,069 | 1,821 + 0,075 | 2,345 + 0,103 |
| | 242 | 1849 | 1,684 | 1,334 I 1793 | 2059 |

| o | 23 | 1916 | 1,95 | 1,467 | 9% | 24 |

2 | om | 238 | 1886 | 1,706 | 1,448 | 93 | 2120 |

| | x+sE | 2379+ 0032 | 1,88 + 0,019 | 1,765 + 0,070 | 1,416 £ 0,04 | 1,884 + 0,046 | 2,137 + 0,011 ||
] I | 2531 | 1919 | 1.821 | 1,517 | 2,345 | 2,404 ||

| o | 293 | 184 | 53 | 1sas | 2083 | 2315 |

3 m | 22 | 1763 | 1,824 | 1,666 | 2,503 | 2688 |

| X £SE | 2715+ 0,108 | 1,835 + 0,045 | 1,728 £ 0,005 | 1,576 + 0,046 | 2,377 + 0,065 | 2,469 + 0,112 |

X + SE = valor medio + error estindar (n=6).



Tabla n°® 67. Comparacién del contenido de fibra alimentaria total calculada por distintos métodos en remolacha fresca y
procesada (g/100 g materia hiimeda).

N° | TRAT. | FND + SP | FI + SP | FI + FS I
Lote | TERMICO | rorsco | PROCESADO |  FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO |
| 1 | 2357 | 2453 | 2684 | 2945 | 315 | 39 |

| o | 230 | 23 | 2432 | 2 | so3 | 403 |
T T N Y T T T =
| X +SE | 2357 + 0,026 | 2,669 + 0,246 | 2,544 + 0,074 | 2,936 + 0,093 | 3,105 + 0,046 | 4,125 + 0,118 |

| I | 328 | 2| 3,205 | 2,128 | ases | 2882 |

| o | 322 | 2086 | 327 | 2012 | 38 | 2803 |

2 | m | s | 2138 | 3323 | 2011 | 3862 | 2603 |
| X +SE | 3.183 40055 | 2,105 = 0,021 | 3,268 + 0,034 | 2,050 + 0,039 | 3,746 + 0,001 | 2,763 + 0,083 |
|1 | 240 | 197 | 2481 | 1828 | 329 | 270 |

| n | 2308 | 17t | 2600 | 1768 | 3200 | 2700 |
3| m | 2458 | 1s | 248 | 2200 | 36 | 3156 |
| X +SE | 2432 £ 0018 | 1,869 + 0,048 | 2,510 + 0,046 | 1,953 + 0,156 | 3,211 + 0,044 | 2,855 + 0,151 |

X + SE = valor medio + error estindar (n==6).



Tabla n° 68. Comparacién del contenido de fibra alimentaria total calculada por distintos métodos en nabo fresco y procesado
(g/100 g materia himeda).

N° | TRAT. | FND + SP | FI + SP | FI + FS I
Lote | TERMICO | rpEsco | PROCESADO |  FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO |
| I | 2006 | 2112 | 1,82 | 1,798 | 2201 | 2639 |

| o | 2 | wem | 1se | 1700 | 22490 | 2412 |
w2 2 | 1| 16 | 2288 | 226 |
| X +£SE | 2,134 + 0014 | 2,089 + 0062 | 1,848 + 0,000 | 1,709 + 0,049 | 2,243 + 0,025 | 2,429 + 0,117 |

| roo | s | 212 | 1,611 | 1474 | 1,745 | 2002 |
o | e | 1908 | 1366 | 1,465 | 1547 | 207 |

> | m | wew | res | 1sie | 1es | 1es | 231 |
| X +SE | 1,698 + 0036 | 1,992 + 0080 | 1,498 + 0,071 | 1,535 + 0,065 | 1,662 + 0,059 | 2,123 + 0,014 |
oo | 2267 | 1613 | 1,871 | 1583 | 2043 | 21|
o | 2100 | 1m0 ] 194 | 1580 | 2151 | 2220 |
3 m | 2200 | e300 | 1921 | 1633 | 2190 | 21 |
| X+ SE | 2,192 4 0,046 | 1,654 + 0,033 | 1,905 + 0,017 | 1,599 + 0,017 | 2,163 + 0,014 | 2,173 + 0,033 |

X + SE = valor medio + error estindar (n=06).



Tabla n° 69. Comparacién del contenido de aziicares solubles obtenido por HPLC en zanahoria fresca y procesada (g/100 g
materia hiimeda).

N° | TRAT. | FRUCTOSA I GLUCOSA | SACAROSA |
Lote | TERMICO | rppsco | PROCESADO |  FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO |
| 1 | oet | o518 | o093 |  ome | 265 | 185 |

| m | o6 | o4 | o09r | os»s | 306 | 1237 |
tlom | oest | oast | tos6 | o060 | 3029 | 1ssa |
| xtsE | 0661 0017 | 0474 + 0023 | 0982 +0033 | 06340056 | 2,900 + 0,118 | 1965 0,136 |

| | o093 | o5 | 22 | oes | 2524 | 1mr |

| n | o094 | o078 | 1,295 | 0,88 | 2,397 | 1,656 |

> | wm | nesr | osss | a3 | om0 25 | s |
| X +SE | 0,998 + 0,050 | 0,632 + 0,053 | 1,253 + 0,067 | 0,757 0,075 | 2,477 + 0,040 | 1,631 £ 0,070 |
1 ] 10 | o4t | 1a0 | o6 | 3147 | 165 |

| no | 170 | o038 | 1,525 | 0,557 | 3,131 | 1,711 |I
3] m | 1o | oees | 13 | o078 | 3050 | usis |
| X +SE | 1,108 + 0,040 | 0,480 + 0,087 | 1,436 + 0,045 | 0,678 £ 0,070 | 3,112 £ 0,027 | 1,637 + 0,061 |]

X + SE = valor medio + error estindar (n=6),



Tabla n® 70.

materia hameda).

Comparacién del contenido de aziicares solubles obtenido por HPLC en remolacha fresca y procesada (g/100 g

Ne | TRAT. | FRUCTOSA | GLUCOSA | SACAROSA l|
Lote | TERMICO | rpEsco | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO |
| I | 0,169 | 0008 | 0,414 | 0,328 | 4,759 | 4,205 Ii

| u | o1ss | om3 | o032 | o023 | sas | 4264 |

t | m | o020 | o4 | 0220 | 0231 | a9 | 443 |

| X +SE | 0173+ 0012 | 0,126 + 0,014 | 0345 + 0,039 | 0,264 + 0,032 | 5,064 + 0,202 | 4,302 + 0,070 |

| 1 | omns | o002 | osss | o2 | 826 | 4190 |

| 1 | ome | oo | om1 | o021 | 8754 | a0 |

2 | m | o1t | oo | o062 | 0323 | 7845 | 3838 |
| | x+sE | 0134 +0011 | 0,069+ 0,005 | 0,666+ 0043 | 0,258 + 0,045 | 8298 + 0,262 | 4,045 + 0,106 |
| r | o0 | o006t | 0453 | 0243 | em00 | 4315 |

| n | oeoss | o0s7 | o043 | o022 | 708 | 4107 |
3 m | oo | o0 | 0,42 | 0,308 | e300 | 4441 |
| x+sE | 0075+ 0010 | 0,05 + 0,000 | 0453 +0006 | 0257 %0026 | 667620211 | 4307 + 0,102 |

X + SE = valor medio + error estindar (n=6),



Tabla n°® 71.

Comparacién del contenido de azicares solubles obtenido por HPLC en nabo fresco y procesado (g/100 g materia

hameda).

N° | TRAT. | FRUCTOSA | GLUCOSA | SACAROSA l|
Lote | TERMICO | rprsco | PROCESADO |  FRESCO | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO l!
| I | 1560 | o860 | 1424 |  ogm | o2 | 0087 |

I . 1488 | 0943 | 1,488 | 1,153 | 0266 | 0066 |
tlom | et | o947 | a7 ] 120 | o2z | oo |
| X +SE | 1,58 + 0,059 | 0,916 + 0,028 | 1,440 + 0,025 | 1,074 + 0,103 | 0,255 + 0,022 | 0,075 + 0,006 |

| 1 | e | oam | 1289 | o7 | 0157 | oom |

| o | es02 | o503 | 137 | omo | o119 | o1z |

2 | m | esmt | os02 | 1.293 | 0,647 | o166 | one |
| x+SE | 091440012 | 0,499 + 0,004 | 1,296 + 0,005 | 0,709 + 0,035 | 0,167 + 0,006 | 0,103 + 0,012 |

| ¢ | osio | oss0 | 1s»s | uniss | o | o0s |

| o | osot | o059 | 1,411 | 1,123 | o196 | o103 |
3| m | o8 | o722 | asst | 120 | o200 | 0002 |
| x+SE | 081840013 | 0,632 + 0045 | 1,496 + 0,043 | 1,179 + 0,042 | 0,194 + 0,004 | 0,094 + 0,005 |

X + SE = valor medio + error estindar (n=6),



Tabla n® 72.

Comparacién del contenido de azicares solubles obtenido por el método de ferricianuro

potdsico y por HPLC en zanahoria fresca y procesada (g/100 g materia himeda).

N° | TRAT. | FERRICIANURO POTASICO | HPLC I

Lote | TERMICO | tppsco | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO |!

| 1 | 4999 | 3303 | a2 | 3032 |

| o | 519 | 3,546 | a662 | 320 |

1| m | 5004 | 3,671 ] a6 | 2983 |

| x+se | 507 +0063 | 3.537+0081 | 454240158 | 3073 + 0,067 |

| 1« | ss2 | 2766 | 4se | 2,93 II

| u | 4365 | 2887 | aes6 | 3281 |

2 | m | 4z | 2850 | 490 | 2840 |

| x+sE | 437040017 | 2,834+ 0,036 | 4,719 + 0,113 | 3,020 + 0,133 |

o1 | s | 2743 | sees | 2ms |

| o | spe0 | 2617 | sss | 261 |

3| om0 spm | 266 | sare | 2915 |
| x+sE | |

5,209 + 0,018 | 2,705 + 0,020

5,656 « 0,101 | 2,804 + 0,094 ||

X + SE = valor medio + error estidndar (n=6).



Tabla n® 73. Comparacién del contenido de aziicares solubles obtenido por el método de ferricianuro
potasico y por HPLC en remolacha fresca y procesada (g/100 g materia hhimeda).

Ne TRAT. | FERRICIANURO POTASICO | HPLC I
| Lote | TERMICO | rrpsco | PROCESADO | FRESCO | PROCESADO |
| 1 | sa2 | s008 | sz | a1 |
| o | sosa | ase | ss2 | 461 |
ol om ] s200 | 4401 | saees | asie |
| | x+sE | 52324000 | 467140170 | 558 + 0,18 | 4,692 + 0,061 |
| I ] 9,290 | 4104 | 8,994 | 4am |
| 8688 | 38 | 93 | ass6 |
2 | m | 9055 | 3,851 | 8678 | 4238 |
| x+se [ 901140175 | 394340081 | 9,098 +0278 | 4372 + 0,068 |
| | I L 7075 | 6,653 | 7230 | 46|
| 7.219 | 4510 | 7580 | 4384 |
3 | wm | 706 | 4424 | e799 | a2 |
| X+ sE | |

7,186 + 0,063 | 5,196 + 0,729 | 7,203 + 0,226 | 4,615 + 0,119 |

X + SE = valor medio + error estandar (n=6).



Tabla n°® 74. Comparacién del contenido de aziicares solubles obtenido por el método de ferricianuro
potdsico y por HPLC en nabo fresco y procesado (g/100 g materia hiimeda).

N° | TRAT. | FERRICIANURO POTASICO | HPLC I
Lote | TERMICO | rrEsco | PROCESADO | FRESCO | PROCEsADO |
| I | 3300 | 2477 | 3273 | 1816 |

| 11 | 3,460 | 2,027 I 3,240 | 2,162 |

1l om0 340 | 2057 | 331 | 2218 |

| % +SE | 3,406 +0049 | 2,187 + 0,145 | 3,275 + 0,021 | 2,065 + 0,126 |
| | 2087 | 1218 | 238 | 133 |

| 1 | 2,170 | 1,384 | 2,388 I 1,326 I

2 | m | 203 | 120 | 2360 | 1205 |

| | x+SE | 2,107 £0,032 | 1,268+ 0058 | 2,377 + 0,009 | 1,310 + 0,023 |
1 | 2305 | 1,484 | 2,521 | o182 |
oo 2259 | 1980 | 2,408 | 1,820 |

3| m | 2268 | 1,664 | 2,595 | 201 |
| X+SE | 2431 +0111 | 1,709 + 0,145 | 2,508 + 0,054 | 1,905 + 0,085 |

X + SE = valor medio + error estdndar (n=6).



Tabla n® 75. Retenciones calculadas para los resultados obtenidos por métodos gravimétricos y para sustancias pécticas de las
tres hortalizas.

I | | FAD | FND | FI | FS SP i
| x| w229 | 76380 | 9ssit | 162,007 76,411 |

ZANAHORIA | SE | 8,276 | 3,447 | 7,949 | 289m 7,857 Ij

| cv | 15538 | 7,816 | 14414 | 30972 17810 |

| x | 7662 | 879 | 86190 | 129307 77,207 |

REMOLACHA | SE | 7,351 | 15,561 | 17,108 | 17,724 7,560 Il

| | cov | 1598 | 3066 | da43 | 23742 16,941 |
| x | w2 | 01332 | 9723 | 151,73 13777 |

NABO | sg | 9,488 | 13876 | 6.277 | 15,237 3,581 I

| cov | 17430 | wmms | e | 17,395 8,406 |

X = valor medio; SE = desviacién estindar; CV = coeficiente de variacién



Tabla n® 76.

Retenciones calculadas para monosaciridos correspondientes a fibra alimentaria de las tres hortalizas.

MANOSA |

| | | CELOBIOSA | GLUCOSA | XILOSA | GAL/RAM | ARABINOSA

| x| 110441 94,983 | 83,667 | 119,840 140,987 81,202 |

ZANAHORIA | SE | 25,623 18,236 | 20,075 | 19,423 14,891 15453 |

| cv | 40,185 33,255 | 41,560 | 27,990 18,295 32,963 |

| x| 131,003 121,077 | 124957 | 110,380 106,232 140,927 |

REMOLACHA | SE_| 9616 30,658 | 30773 | 17,731 14,191 6,58 |

| cov | 1267 43,859 | 42656 | 27,823 23,138 8,100 |

x| 115,813 119,553 | 110,997 | 93,033 90,009 89,933 I|

nago L SE | 12,638 11,48 | 11,000 | 11,476 2,149 19,648 ||

| cv | 1890 16638 | 17211 | 21367 4,135 37,843 |

X = valor medio; SE = desviacion estindar; CV = coeficiente de variacién



Tabla n® 77. Retenciones calculadas para polisacdridos correspondientes a fibra alimentaria de las tres hortalizas.

POLISACARIDOS | POLISACARIDOS | POLISACARIDOS “
CELULOSICOS | NO CELULOSICOS TOTALES
i
X 96,433 118,423 | 107,293 |
ZANAHORIA SE 19,213 12,875 | 14,834 |
| cv 34,510 18,831 | 23,948 I
X 120,610 109,953 | 114,152 |
REMOLACHA SE 27,098 13,232 | 18,767 I
cv 38,916 20,844 I 28,477 |
X 119,520 93,977 | 109,553 I
NABO SE 10,999 3,962 | 7,868 |
cv 15,940 7,302 | 12,441 I

X = valor medio; SE = desviacién estdndar; CV = coeficiente de variacion



Tabla n°® 78.

Retenciones calculadas para los valores de fibra total de las tres hortalizas.

ii | FND + SP Fi+sp | FI+Fs | nNsp |
| x 76,362 3931 | uses0 | o542 |

JANAHORIA | SE 4,308 493 | 13ss | oesr |

| cv 9,772 957 | mew | s |

| x 85,363 84,437 | o867 | 106743 |

REMOLACHA | SE 14,202 15668 | 17,664 | 16455 |

| | cv 28,817 iyt | oanes | 26702 |
| x 96,907 93.003 | 112208 | 101823 |

NABO | sE 12,030 5,473 | 8,181 | 6467 |

| cv 21,503 0,082 | 12619 | 1000 |

X = valor medio; SE = desviacién estdndar; CV = coeficiente de variacién



Tabla n°® 79. Retenciones calculadas para los aziicares solubles de las tres hortalizas.

l FRUCTOSA | GLUCOSA | SACAROSA I|

| X 60433 | s1s20 | ss3ss |

ZANAHORIA | SE s17 | sus | 393 |

| | cv 23264 | 15490 | 1neeo |
| x 63,663 | 57317 | 66247 |

REMOLACHA | SE 6,183 | 1060 | 10540 |

| cv 16821 | 3423 | 27560 |

| x 63313 | 69387 | ae312 |

NABO | sE 6988 | 7459 | o34 |

| v o118 | 869 | za162 |

X = valor medio; SE = desviacion estindar; CV = coeficiente de variacién



Tabla n° 80. Retenciones calculadas para azicares solubles totales de las tres hortalizas.

AZUCARES SOLUBLES TOTALES

AZUCARES SOLUBLES TOTALES

l I (Ferricianuro potasico) (HPLC) “

| x| 62,173 60,537 |

ZANAHORIA | SE_| 5,305 5,541 |

| | ov | 14,780 15,851 ||
| x| 68,393 65,551 |

REMOLACHA | SE | 13,258 10,449 I

| cv | 33,578 27,611 I

| x| 66,271 64,703 |

NABO | se | 4,210 6,065 ||

| ov | 11,003 16,237 |

X = valor medio; SE = desviacién estiandar; CV = coeficiente de variacion
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Grafico n® 1. Comparacién de los valores obtenidos segiin los métodos
detergentes en las tres hortalizas frescas.
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Grifico n° 2. Comparacion de los valores obtenidos segin los métodos
detergentes en Ias tres hortalizas procesadas.
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Grafico n® 3. Comparacién de los valores obtenidos segian el método
de Asp en las tres hortalizas frescas.
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Grafico n® 4. Comparacién de los valores obtenidos segiin el método
de Asp en las tres hortalizas procesadas.
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Grafico n° 5. Comparacién de los monosacaridos procedentes de la fibra alimentaria
en las tres hortalizas frescas.
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Grafico n® 6. Comparacién de monosaciridos procedentes de la fibra alimentaria
en las tres hortalizas procesadas.
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Grifico n® 7. Proporcién de polisaciridos no celuldsicos y celulosicos en zanahoria fresca.
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Grifico n” 8. Proporcion de polisaciridos no celulosicos y celulésicos en zanahoria procesada.

Composicion porcentual de p. celulosicos,
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Grafico n® 9. Proporcion de polisacaridos no celuldsicos y celuldsicos en remolacha fresea.

Composicion porcentual de p. celuldsicos.
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Grifico n® 10. Proporcion de polisaciridos no celuldsicos y celulisicos en remolacha procesada.

Composicion porcentual de p. celuldsicos.
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Grifico n® 11. Proporcion de polisaciridos no celuldsicos y celuldsicos en nabo fresco,

Composicion porcentual de p. celuldsicos.
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Grifico n° 12, Proporcion de polisaciridos no celuldsicos y celuldsicos en nabo procesado.

Composicion porcentual de p. celuldsicos.
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Grifico n® 13, Proporcion de polisaciridos celulésicos y no celuldésicos en zanahoria fresea.
Composicion porcentual de p. no celuldsicos.
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Grafico n® 14. Proporcion de polisaciridos celulisicos y no celulisicos en zanahoria

procesada. Composicion porcentual de p. no celulésicos.
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Grifico n® 15, Proporcién de polisaciaridos celulsicos y no celulésicos en remolacha
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Grifico n® 16. Proporcion de polisaciridos celulésicos y no celuliosicos en remolacha

procesada. Composicion porcentual de p. no celuldsicos.
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Grifico n® 17. Proporcién de polisaciridos eelulésicos y no celulésicos en naho fresco.
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Grafice n” 18. Proporcién de polisaciridos celulisicos y no celulosicos en nabo

procesado. Composiciéon porcentual de p. no celuldsicos.
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Grifico n* 19. Comparacion de los valores de Fibra Total obtenidos segiin

distintos métodos en las tres hortalizas frescas.
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Grifico n® 20. Comparacion de los valores de Fibra Total obtenidos segin

distintos métodos en las tres hortalizas procesadas.
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Grafico n® 21. Comparacién de los valores de azicares solubles obtenidos por HPLC

en las tres hortalizas frescas.
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Griafico n® 22. Comparacion de los valores de azucares solubles obtenidos por HPLC

en las tres hortalizas procesadas.
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Grifico n® 23. Comparacion de los valores de aziicares solubles

totafes en las tres hortolizas freseas,
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Grafico n°® 24. Comparacion de los valores de aziicares solubles

totales en las tres hortalizas procesadas.
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Grifico n® 25. Comparacién de los valores obtenidos de FAD y FNID en fresco y procesado
para cada uno de los lotes de zanahoria.
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Grifico n® 26. Comparacién de los valores obtenidos de FAD y FND en fresco y procesado
para cada uno de los lotes de remolacha.
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Grafico n® 27. Comparacion de los valores obtenidos de FAD y FND en fresco y procesado

para cada uno de los lotes de nabo.
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Grafico n® 28. Comparacion de los valores obtenidos de FI y FS en fresco y procesado
para cada uno de los lotes de zanahoria.
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Grafico n® 29. Comparacion de los valores obtenidos de F1 y FS en fresco y procesado

para cada uno de los lotes de remolacha.
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Grifico n® 30. Comparacion de los valores obtenidos de F1 y FS en fresco y procesado

para cada uno de los lotes de nabo.
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Grifico n® 31. Comparacién de los valores de monosaciridos constituyentes de fibra alimentaria

obtenidos por HPLC en zanahoria fresca y procesada,
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Grifico n® 32. Comparacién de los valores de monosacaridos constituyentes de fibra alimentaria
obtenidos por HPLC en remolacha fresca y procesada.
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obtenidos por HPLC en nabo fresco y procesado.
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Grifico n® 34. Comparacion de los valores de dcido galacturdonico obtenidos para fresco y procesado
en zanahoria.
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Griafico n® 35, Comparacion de los valores de dcido galacturémnico obtenidos para fresco y procesado

en remolacha.
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Grifico n® 36. Comparacion de los valores de dcide galacturénico obtenidos para fresco y procesado

en nabo.
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Grafico n® 37. Distribucion de aziicares totales en zanahoria fresca y procesada.
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Grafico n® 38. Distribucién de azicares totales en remolacha fresca y procesada.
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Griafico n® 39. Distribuciéon de azicares totales en nabo fresco y procesado.



Anexo L. Estadisticos correspondientes a la comparacién de métodos (Test t-student,
nivel de significacién o« = 0,05).

FAD-FND (con proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0296 0,4137
Remolacha 0,0397 0,0430
Nabo 0,6765 0,3657

FAD-FND (sin proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0344 0,3995
Remolacha 0,0450 0,0378
Nabo 0,8257 0,3242

PROT,,,,-PROT;np,

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0560 0,0790
Remolacha 0,0033 0,0847
Nabo 0,0012 0,0500

FI-FND (con proteina)

FRESCO PROCESADO

p-value p-value
Zanahoria 0,0330 0,0758
Remolacha 0,0804 0,4116

Nabo 0,0123 0,1421



Anexo I. Continuacion

FI-FND (sin proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,03740 0,0707
Remolacha 0,0102 0,1976
Nabo 0,0134 0,1455

FI-FAD (con proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0658 0,3665
Remolacha 0,0198 0,0606
Nabo 0,1024 0,0945

FI-FAD (sin proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0658 0,3665
Remolacha 0,0198 0,0606
Nabo (,1024 (,0945

CEN,;-CEN

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,9960 0,0122
Remolacha 0,7053 0,1517
Nabo 0,5087 0,3165

CEN = Cenizas



Anexo 1. Continuacidn

Zanahoria
Remolacha
Nabo

Zanahoria
Remolacha
Nabo

Zanahoria
Remolacha
Nabo

Zanahoria
Remolacha
Nabo

CEN = Cenizas;

CEN;;-CENp
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0295 0,0060
0,0321 0,0731
0,0694 0,1269

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0057 0,0093
0,0086 0,0363
0,0614 0,0108

PROTFI"PROTFN D

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0048 0,0048
0,0093 0,0470
0,0584 0,0124

FND-Pol. cel. + Pol. no cel.
(con proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
0,0097 0,0102
0,0006 0,0785
0,0153 0,1733
PROT = Proteinas; Pol.cel. = Polisacdridos celuldsicos;

Polisacdridos no celulésicos

Pol. no cel. =



Anexo I. Continuacion

FND- Pol. cel.+ Pol. no cel.
(sin proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0096 0,0111
Remolacha 0,0008 0,0973
Nabo 0,0161 0,1759
HEMICELULOSAS

FND-FAD--HPLC
(con proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,02%6 0,2211
Remolacha 0,0397 0,0430
Nabo 0,1949 0,2703
HEMICELULOSAS

FND-FAD-HPLC
(sin proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,9007 0,2211
Remolacha 0,0397 0,0430
Nabo 0,1949 0,2703

FI-Pol. cel. + Pol. no cel.

FRESCO PROCESADC
p-value p-value
Zanahoria 0,1692 0,0572
Remolacha 0,0021 0,1293
Nabo 0,0405 0,2918

Pol.cel. = Polisacdridos celulosicos; Pol. no cel. = Polisacaridos no celulésicos



Anexo I. Continuacién

FS-SP
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,3355 0,0100
Remolacha 0,0163 0,0226
Nabo 0,0684 0,0126
FT - FND + SP
{con proteina)
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0126 0,0527
Remolacha 0,0092 0,0474
Nabo 10,0786 0,0821

FT - FND + SP
(sin proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0139 0,0480
Remolacha 0,0040 0,0445
Nabo 0,7165 0,0791

FT-FAD (con proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0696 0,0337
Remolacha 0,0067 0,0327
Nabo 0,0065 0,0012

Pol.cel. = Polisaciridos celuldsicos; Pol.no cel. = Polisacdridos no celuldsicos



Anexo 1. Continuacién

FT-FAD (sin proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0650 0,0336
Remolacha 0,0068 0,0312
Nabo 0,0064 0,0015

FT-FND (con proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,4822 0,0129
Remolacha 0,0005 0,0322
Nabo 0,0296 0,0249

FT-FND (sin proteina)

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,2618 0,0116
Remolacha 0,0001 0,0316
Nabo 0,0276 0,0243
FT-NSP
FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0259 0,0026
Remolacha 0,0009 0,0572

Nabo 0,0397 0,0459



Anexo 1. Continuacion

FI + SP - NSP

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,1692 0,0567
Remolacha 0,0021 0,1293
Nabo 0,0405 0,2917

FND + SP - NSP

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,0096 0,0107
Remolacha 0,0008 0,0973
Nabo 0,0161 0,1759

AZHPLC - AZFcr

FRESCO PROCESADO
p-value p-value
Zanahoria 0,8047 0,7963
Remolacha 0,2745 0,9298
Nabo 0,5978 0,7601

AZ;pc = Azicares solubles por método HPLC

AZy.. = Azicares solubles por método Ferricianuro potdsico



Anexo 11, Estadisticos correspondientes a la comparacién fresco-procesado (Anilisis
de varianza) (nivel de significacién o« = 0,05).

Variable Zanahoria Remolacha Nabo

Humedad 0,0324 0,0873 0,0863
FAD (con proteina) (,2899 0,1141 0,5524
FAD (sin proteina) 0,3538 0,1290 0,5651
FND (con proteina) 0,0160 0,3259 0,9405
FND (sin proteina) 0,0187 0,3418 0,9354
CENgnp - 0,0188 0,0358
PROT;.p 0,1837 0,0745 0,2227
PROT 0,0281 0,2125 0,3879
FI 0,4660 0,3651 0,6912
FS 0,1473 0,1463 0,0407
FT 0,2220 0,8356 0,3455
CENy, 0,0445 0,0256 0,2516
CEN; 0,6435 0,1120 0,8340
PROT,, 0,0096 0,0004 0,2843
CELOBIOSA 0,8405 0,2701 0,3759
GLUCOSA pipray 0,4984 0,6044 0,3037
XILOSA 0,6148 0,4655 0,2017
GAL./RAM. 0,5045 0,9665 0,6219
ARABINOSA 0,3040 0,8876 0,3598
MANOSA 0,1653 0,0084 0,7979
M. NEUTROS 0,9115 0,5888 0,5732
P. CELULOSICOS 0,5427 0,5345 0,3117
P. NO CELULOSICOS 0,4987 0,6645 0,6644
SP 0,0295 0,1276 0,0027
FND -+ SP (con proteina) 0,0092 0,2802 0,6620
FND + SP (sin proteina) 0,0110 0,2893 0,6579
FI + SP 0,0836 0,3122 0,3781
FI + FS 0,2220 0,8356 0,3455
NSP 0,5524 0,8575 0,9199
AZUCy 0,0068 0,0510 0,0580
AZUC ;e 0,0048 0,0552 0,0569
FRUCTOSA 0,0170 0,0720 0,0580
GIL.UCOSA 0,0174 0,0727 0,0520
SACAROSA 0,0075 0,0585 0,0134

CEN = Cenizas

PROT = Proteinas

GAL./RAM. = Galactosa/Ramnosa

M. NEUTROS = Monosacdridos Neutros

P. CELULOSICOS = Polisacdridos Celuldsicos

P. NO CELULOSICOS = Polisacdridos No Celuldsicos
AZUC;, = Azicares solubles por método Ferricianuro Potasico
AZUC,, = Aziicares solubles por método HPLC



2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

2.1, ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS METODOS ANALITICOS EMPLEADOS

Los resultados obtenidos se analizan estadisticamente segiin el test de la t-Student, fijando en
todos los casos un nivel de significacién de o = 0,05. Los valores de p-value encontrados

en cada caso figuran en el anexo 1.

2.1.1 Estudio de los resultados obtenidos para la fibra alimentaria

2.1.1.1. Métodos detergentes

Se han estudiado los métodos dcido y neutro detergente (Van Soest, 1963b; Van Soest y
Wine, 1967). Se han seguido para estos métodos las indicaciones de Van Soest, corrigiendo

los valores obtenidos tras el tratamiento con el contenido de cenizas determinado en cada

residuo.

Se ha realizado, aunque el método no lo indica, 1a determinacion de proteinas en los residuos
de fibra dcido detergente (FAD) y fibra neutro detergente (FND), lo que permite comprobar

la eficacia de estos tratamientos en la eliminacién de proteinas.

En las tablas 2 y 3 figura el contenido de FAD y FND para las tres hortalizas, expresado en

g/100g de materia himeda, para las muestras frescas y procesadas respectivamente.

Para cada hortaliza se dan los valores correspondientes a cada lote (Lote 1, Lote 2, Lote 3)
que proceden de la media de seis determinaciones de una misma muestra, realizadas por
duplicado en tres momentos diferentes, segin se explica en el apartado 1.2 de la Parte
Experimental. Esta forma de agrupar los datos en las tablas se mantendrd a lo largo de todo

el apartado destinado al estudio comparativo de métodos.
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Los residuos FAD y FND se estudian de forma que se obtienen tres tipos de resultados. El
valor de "residuo-cenizas” es €l que se obtiene tras el tratamiento con el correspondiente
detergente, el dato de "residuo” es el obtenido una vez eliminadas las cenizas segin especifica
el método y el de "residuo-proteinas” es el valor del residuo una vez eliminadas las cenizas

y las proteinas.

a) Estudio de los resultados obtenidos en las muestras analizadas

Para realizar el estudio de las fracciones de FAD y FND se toman los valores que se obtienen
después de restar las cenizas residuales; los residuos+cenizas y los residuos-proteinas se
empleardn para el estudio de la eficacia de eliminacién de cenizas y proteinas por parte de

las soluciones detergentes.

Se hace referencia a los valores medios totales (g/100g materia himeda) y errores estdndar
obtenidos para cada hortaliza, recogidos en las tablas 4 y 5 junto con otros estadisticos

generales (desviacion estdndar y desviacion estindar relativa).

El método neutro detergente permite la obtencion de un residuo tedricamente formado por
celulosa, hemicelulosas y lignina, mientras que la aplicaciéon del método dcido detergente
consigue un residuo formado, en teoria también, por lignina y celulosa. Asi pues, la
diferencia entre ambos métodos puede ser estimada como hemicelulosas y, por tanto, cabe

esperar que €l valor de FND sea superior al de FAD.

En las hortalizas frescas, el nabo presenta los valores mds elevados de FAD (1,739+0,187),
la remolacha proporciona el porcentaje mds bajo (1,454+0,148), mientras que la zanahoria
tiene un contenido intermedio (1,511+0,062). Las hortalizas procesadas mantienen esta
misma secuencia cuantitativa en los resultados: nabo (1,630+0,160), zanahoria

(1,559+0,109) y remolacha (1,165+0,077).

Respecto a los datos obtenidos de FND, en los productos frescos la remolacha es la que posee
el mayor contenido (2,297+0,223), seguida de la zanahoria (1,974+0,119) y, por ultimo,

el menor porcentaje corresponde al nabo (1,703+0,147). En los procesados este orden se
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altera ligeramente ya que si la remolacha presenta nuevamente el mdximo valor
(2,0044-0,257), la zanahoria tiene el contenido mds pequeno (1,687+0,026) y el nabo un
valor intermedio (1,7194-0,203).

Las diferencias observadas entre FND y FAD pueden ser estimadas, tedricamente, como
hemicelulosas. Esta cuantificacion tiene que ser interpretada con precaucién porque, al ser
una valoracién indirecta, se estin sumando los errores del método neutro detergente y del

dcido detergente. Este aspecto se comentard con mayor detalle al estudiar las hemicelulosas.

En el caso de las muestras estudiadas, la remolacha con el médximo valor de FND y el
minimo de FAD, presentaria el porcentaje mds elevado de hemicelulosas. La superioridad de
FND sobre FAD no siempre es cierta, en el nabo tanto fresco como procesado ambos valores

son proximos.

Se comparan estadisticamente los valores medios de FND y FAD obtenidos para cada muestra
(nivel de significacion a= 0,05). En el caso de los materiales frescos se observa 1o siguiente:
los valores de FND en zanahoria (1,974+0,119) y remolacha (2,29710,223) son superiores
a los de FAD (1,51140,062 y 1,45410,148), siendo las diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo en el nabo no se han encontrado diferencias entre los valores de

FND (1,70340,147) y FAD (1,73940,187) para el mismo nivel de significacion,

En el caso de los materiales procesados, los resultados de FND son proximos en la zanahoria
(1,68740,026) y en el nabo (1,719+0,203) a los de FAD (1,559+0,109 y 1,630+0,160)
y las diferencias no son significativas. Mientras que en la remolacha FND (2,004 10,257) y

FAD (1,165+0,077) son estadisticamente distintos.

La eliminacidn de proteina residual no es una premisa de estos métodos, cuyo fundamento
supone una total eliminacién de la misma. Por tanto, si se comparan estadisticamente los
valores de FAD y FND obtenidos después de proceder analiticamente a su eliminacién en los
residuos, se observa que todos los comentarios realizados anteriormente son aplicables a los

nuevos datos, si bien estos son, légicamente, algo inferiores.



b) Estudio de las cenizas residuales en FAD y FND
En las tablas 6 y 7 se refleja la eficacia de la eliminacion de cenizas por las soluciones
detergentes en las muestras frescas y procesadas respectivamente. Dicha eficacia se ha
calculado teniendo en cuenta los valores de cenizas presentes tanto en las muestras (g/100 g

materia hiimeda) como en los residuos detergentes (g/100 g de residuo).

En los residuos FAD, tanto en las muestras frescas como procesadas, se observa que la
eliminacion de cenizas es total; sin embargo, en los residuos FND, tanto de fresco como de

procesado, dichas cenizas estdn presentes en todos los casos excepto en la zanahoria.

La capacidad de retencion de elementos minerales estd relacionada con 1a presencia de grupos
carboxilo libres correspondientes a las moléculas de azicares de los polisacdridos no
celuldsicos y también de 1a lignina (McConnell y col., 1974; Olds, 1978). La FND presenta
ambos tipos de componentes mientras que en la FAD no cabe esperar la presencia de
hemicelulosas. Podria suceder que la naturaleza de la FND como tal, presente mayor
capacidad de retencidn que FAD, o bien que la solucidn dcido detergente solubilice mds

elementos minerales que la neutro detergente.

Entre los residuos de FND el que presenta mayor proporcidon de elementos minerales es la
remolacha (fresca: 1,457% y procesada: 0,925%), a continuacién nabo (fresco: 0,562% vy

procesado: 0,432%) y en el caso de la zanahoria no se han encontrado cenizas.

Para ver la eficacia en la eliminacion de elementos minerales por parte de la solucién neutro
detergente se ha determinado la concentracion inicial de cenizas en las tres hortalizas. Los
valores medios de cenizas en los materiales frescos oscilan entre 0,626% para remolacha y
0,808% para nabo, presentando la zanahoria un valor intermedio de 0,734%. Los valores
obtenidos en el procesado, son 0,466% para nabo y 0,559% para zanahoria presentando la

remolacha un valor intermedio de 0,547 %.

El porcentaje de eliminacién calculado ha sido del 100% para la zanahoria (fresca y

procesada), considerablemente elevado para el nabo (fresco= 98,87%; procesado= 98,41%)
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y ligeramente inferior para la remolacha (fresca= 94.57%; procesada= 96,57%) (Tablas 6
y7n.

Se deduce que el porcentaje de eliminacion de cenizas es siempre inferior en el caso de FND

comparado con FAD, puesto que en este caso es total.

¢) Estudio de las proteinas residuales en FAD y FND

En las tablas 6 y 7 se refleja la eficacia de la eliminacién de proteinas en los métodos
detergentes, en las muestras frescas y procesadas respectivamente. Dicha eficacia se calcula
teniendo en cuenta los valores de proteinas presentes tanto en las muestras (g/100 g materia

himeda) como en los residuos detergentes (g/100 g de residuo)

Algunos autores (Cummings, 1981 y Saura-Calixto y col. 1983) sefialan como inconveniente
de estos métodos la retencién parcial de proteinas. Para comprobar lo que sucede en el caso
particular de las muestras aqui estudiadas se determina la presencia de proteinas en los
residuos FAD y FND.

Las tres hortalizas se comportan de forma diferente respecto a la cantidad de proteinas que
no es solubilizada por los detergentes. La remolacha es la muestra que presenta mayor
proporcidn en el residuo de FAD (fresca: 5,722% y procesada: 4,428%), sin embargo en
zanahoria (fresca: 1,185% y procesada: 0,943%) y nabo (fresco: 1,321% y procesado:
1.073%) se obtienen contenidos muy similares. Los porcentajes de proteinas residuales en la
FND de la remolacha (fresca: 6,619% y procesada: 5,839 %) son, de nuevo, superiores a los
de las otras dos hortalizas; dichos niveles de proteinas en zanahoria (fresca: 1,985% y
procesada: 1,456%) son a su vez diferentes a los de nabo (fresco: 0,279% y procesado:
0,345%).

Las diferencias encontradas entre las proteinas residuales de ambos métodos detergentes son

significativas {a= 0,05) en gran parte de los casos.

Para poder calcular la eficacia en cuanto a la eliminacién proteica de las soluciones
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detergentes se requiere conocer los valores de proteinas totales en las muestras frescas, que
oscilan entre 1,343 % en remolacha y 2,530% en zanahoria, y en las procesadas entre 0.940%
en remolacha y 1,427% en zanahoria. El nabo presenta valores intermedios en fresco
(1,500%) y en procesado (1,333%).

Destaca el menor porcentaje de eliminacidn de proteinas en la remolacha, tanto en FAD
(fresca = 93,75% y procesada = 93,54%) como en FND (fresca= 88,38% y procesada=
84,22%) respecto a las demds hortalizas que superan el 98% de eliminacion para ambos
métodos detergentes. Por tanto, se puede indicar que la eficacia de eliminacion es elevada,
y ligeramente superior en el método dcido detergente respecto al neutro detergente, excepto
en ¢l caso del nabo. Dicha eficacia depende no sélo del método empleado sino también de

la muestra de que se trate en cada caso.

Con frecuencia no se le da importancia a la presencia de proteinas en los residuos detergentes
debido a su baja proporcion (Marlett y Lee, 1980). Es escaso el nimero de trabajos en los
que se determina el contenido de proteinas en los residuos detergentes procedentes del andlisis

de alimentos.

La presencia de proteinas, se puede atribuir a razones de disposicién estructural (Selvendran
y Robertson, 1990), o a que el tratamiento detergente la modifique impidiendo su total
solubilizacion.

Los valores de FAD y FND, asi como los correspondientes a cenizas y proteinas, se
encuentran representados en el grafico 1 para las hortalizas frescas y en el grafico 2 para las
procesadas.

2.1.1.2, Método enzimdtice-gravimétrico de Asp

Recordando lo expuesto en la Parte General, este método data de 1983 y fue diseiiado por

Asp y col. que consideran como fibra alimentaria todos aquellos compuestos que resisten el
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tratamiento enzimdtico con pepsina y pancreatina. Esta metodologia permite separar estos
compuestos en dos grandes grupos:

- Insolubles en agua = Fibra Insoluble (FI)

- Solubles en agua = Fibra Soluble (FS)
de manera que la suma de FI y FS da el valor de Fibra Total (FT).

En la tabla 8 figuran los valores obtenidos para fibra insoluble, soluble y total en las
hortalizas frescas, y en la tabla 9 en las procesadas, expresados en g/100 g de materia

himeda. En las tablas 10 y 11 figuran los estadisticos generales para dichas muestras.

Los valores de FI se obtienen restando, al valor del residuo de fibra, la cantidad de cenizas
y proteinas que permanecen después del tratamiento. El residuo soluble se corrige sustrayendo

el valor de cenizas residuales.

Los andlisis se hacen por cuadruplicado, destinando dos residuos de FI al andlisis de proteinas
y dos al andlisis de cenizas. En los cuatro residuos de FS obtenidos se realiza la

determinacion de cenizas.

Este método permite una primera aproximacion al estudio cualitativo de los componentes de
la fibra alimentaria: FI es la suma de celulosa, hemicelulosas y lignina, y FS estd constituido,

principalmente, por los polisacdridos pécticos.

Durante un tiempo se pensé que los valores de FI y FS permitian predecir, con cierta
aproximacidn, cual iba a ser el efecto fisiolégico predominante originado por los componentes
presentes en el residuo de la fibra alimentaria. Sin embargo, en la actualidad, aunque esta
idea se mantiene en lineas generales, se insiste en la necesidad de comprobar con mayor
exactitud la repercusion fisioldgica de cada uno de los componentes de la fibra alimentaria
(Eastwood, 1992).

a) Estudio de los resultados de fibra insoluble {FI) en las muestras analizadas

Al comparar los valores medios obtenidos para FI (g/100 g materia himeda) en las tres
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hortalizas frescas y procesadas (Tablas 10 y 11) se observa que los valores mds elevados de
FI los presenta la remolacha tanto fresca, 2,413140,204, como procesada, 2,104 +0,330. Los
valores mds bajos de FI son los que corresponden a zanahoria, 1,253+0,026 y 1,346+0,085.
El nabo presenta un valor intermedio préximo a zanahoria, 1,445+0,118 en el fresco y
1,407+0,093 en el procesado.

Es interesante comparar los resultados de fibra insoluble obtenidos a! emplear el método
enzimdtico y los métodos detergentes, por esta razdn en primer lugar se comentard lo
referente al estudio FI-FND y posteriormente FI-FAD (Tablas 4, 5, 10 y 11). La

significacién de las diferencias se establece para o= 0,05.

En el caso de Jos materiales frescos, si se comparan los datos obtenidos por ambos métodos,
las diferencias encontradas son estadisticamente significativas en zanahoria (FI =
1,25340,026, FND = 1,974+0,119) y nabo (FI = 1,44540,118, FND = 1,703+0,147),

destacando ademas el hecho de que los valores de FND son superiores a los de FI en ambos
casos. En remolacha ambos valores son semejantes (FI = 2.4134+0,204 y FND =
2,297+0,223).

Para los materiales procesados no existen diferencias significativas, entre los valores
alcanzados por ambos procedimientos, en ninguno de los casos: zanahoria (FI =
1,346+0,085 y FND = 1,687+0,026), remolacha (FI = 2,104+0,330 y FND =
2,004+0,257) y, finalmente, nabo (FI = 1,4074+0,093 y FND = 1,7194+0,203).

Si para la comparacidn se utilizan los valores de FND sin proteinas (Tablas 2 y 3) se observa
que existen diferencias significativas en los tres materiales frescos y no se dan tales
diferencias en ninguno de los materiales procesados. Asi pues, la remolacha fresca es el tinico
material cuya comparacion entre FND y FI varia en funcién de la consideracion o no del

valor de proteina residual,

En la bibliografia estudiada pocas veces se realiza la comparacidén entre estos términos, pues

lo que se ha venido realizando hasta el momento es la comparacién de FND con FT, que se
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expondrd mds adelante. En el caso del esparrago los valores de FI son inferiores a los de
FND en la parte apical y en la parte media del turién, mientras que en la zona basal es méds

elevada FI que FND (Redondo y cot. 1990).

La aplicacién de una metodologia u otra origina diferencias significativas en los resultados
y la bibliograffa sefiala la presencia de otros componentes que pueden interferir. En el caso
de los residuos de FND se indica la posible presencia de almiddn (Morrison, 1980) y en los
de FI la interferencia de taninos (Saura-Calixto 1987 y 1988) y se propone la correccidn de
taninos cuando se aplica el método de la AOAC a muestras especialmente ricas en este

componente, €j. vainas de algarrobo y esparceta.

En el caso de los materiales procesados las enzimas utilizadas en el método FI serian tan
eficaces como la solucidn neutro detergente para eliminar los compuestos que interfieren en
zanahoria y nabo. En los materiales frescos, ni las enzimas del método de Asp ni la solucién
detergente pueden eliminar esos compuestos, de ahi las diferencias encontradas. En
remolacha, ambos métodos FND y FI eliminan esas interferencias con la misma facilidad,

tanto en fresco como en procesado.

En lo que se refiere a la comparacién entre FI y FAD, se observa en las muestras frescas
como zanahoria (FI = 1,253+0,026, FAD = 1,51140,062) y nabo (FI = 1,445+0,118,
FAD = 1,739+0,187) que no existen diferencias estadisticamente significativas, mientras que
en remolacha si se aprecian (FI = 2,413+40,204, FAD = 1,454+40,148).

Para el caso de las procesadas los resultados de FI y FAD son cuantitativamente semejantes
en los tres casos, zanahoria (FI = 1,346+0,085, FAD = 1,559+40,109), remolacha (FI =
2,104+0,330, FAD = 1,165+0,077) y nabo (FI = 1,4074+0,093, FAD = 1,63010,160).

Si se utilizan para la comparacién los datos de FAD una vez eliminadas las proteinas
existentes en dichos residuos, se observan los mismos hechos que para el caso de FAD con

proteina tanto en los materiales frescos como en los procesados de las tres hortalizas.



Al igual que sucede con la comparacién FI-FND, pocas veces se encuentra en la bibliografia
la comparacién FI-FAD, En espdrrago los valores de FI son claramente superiores a los de
FAD (Redondo y col. 1990).

Como ya se indicaba en la Parte General, los compuestos encontrados con mayor frecuencia
como contaminantes del residuo FAD son restos de polimeros hemiceluldsicos y sustancias

pécticas (Marlett y Lee, 1980; Morrison, 1980).

Los métodos detergentes y el método enzimdtico de Asp tienen diferentes fundamentos y
fueron concebidos con diferentes fines. Los métodos detergentes para el andlisis de alimentos
para animales (forrajes) y los enzimdtico-gravimétricos para el andlisis de alimentos para el
hombre. Ademds, el método de Asp lleva implicita ia consideracion de la fibra alimentaria

como una entidad con accion fisiolégica en el organismo humano.

Por esto es muy util comprobar si la determinacion de fibra alimentaria por ambas
metodologias da resultados proximos. Del andlisis de los resultados obtenidos en este trabajo
se comprueba que en el andlisis cuantitativo de los materiales procesados, ambos métodos
aportan resultados semejantes y, por tanto, cualquiera de dichos métodos podria resultar
vdlido, mientras que en los frescos, en la mayoria de los casos, los resultados dificren en
funcidn de la metodologia utilizada y por tanto la especificacién del método seguido serfa un

factor importante a sefialar.

b) Estudio de los resultados de fibra soluble (FS) en las muestras analizadas
Al comparar los valores obtenidos para FS (g/100 g materia himeda) en las tres hortalizas
(Tablas 8, 9, 10 y 11) se observa que el valor mds elevado en las muestras frescas
corresponde a remolacha (0,941+0,030), a continuacién zanahoria (0,77440,194) y, por
ultimo, at nabo (0,578+0,078). En cuanto a las procesadas el orden se modifica, zanahoria

(1,28010,040), remolacha (1,24140,152)_y nabo (0,866+0,085),

En principio, €l componente mayoritario presente en estos residuos son las sustancias pécticas

aunque puede haber otros componentes, fundamentalmente proteinas.
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Para comparar el valor de fibra soluble con el obtenido para sustancias pécticas por métodos
espectrofotométricos se ha realizado la determinaciéon por medio del método del 3,5-
dimetilfenol (Scott, 1979), que determina exclusivamente 4cido galacturdnico después de la

hidrélisis de los polisacdridos pécticos y que se estudiard posteriormente.

¢) Estudio de las cenizas residuales en FI v FS
Se determina el contenido de cenizas en el residuo FI y en el FS. A partir de estos valores

(g/100 g residuo) se calcula el porcentaje de cenizas de la muestra que permanece en el

residuo y la eficacia del método de Asp (Tablas 12 y 13).

En los productos frescos el porcentaje de cenizas hallado en FI es inferior al encontrado en
FS en los tres casos: remolacha (FI = 3,705%, FS = 10,308%), zanahoria (F1 = 3,447%,
FS = 10,258%) y nabo (FI = 3,193%, FS = 11,424%). Como puede apreciarse, el residuo
FI de las tres muestras contiene una proporcion similar de cenizas mientras que dentro del
FS el valor mds elevado corresponde a nabo, remolacha y zanahoria presentan valores
semejantes y ligeramente mds bajos. Por tanto, en dichas muestras FI y FS se comportan de

diferente forma frente a la retencion de elementos minerales.

Asimismo, en los procesados el porcentaje de cenizas residuales es mds bajo en FI que en FS,
obteniéndose diferencias importantes entre la cantidad de cenizas presente en dichos residuos:
zanahoria (FI = 2,154%, FS = 7,052%), remolacha (FI = 1,775%, FS = 5,102%) y nabo
(FI = 2,178%, FS = 7,664%).

Desde un punto de vista estadistico («= 0,05), las cenizas residuales presentes en FI y FS
son diferentes en la mayoria de los casos, si bien los porcentajes de FS son muy superiores
porque la fibra soluble es menor que la insoluble y el tanto por ciento de cenizas es

proporcionalmente mayor,
Si se expone lo anterior en términos de eficacia de eliminacién de cenizas por el método
enzimdtico de Asp para las fracciones FI y FS (Tabla 12} se observa que en los materiales

frescos es muy similar para ambas: zanahoria (FI = 89,001% y FS = 89,096% ), remolacha
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(FI = 84,294% y FS = 82,783% )} y nabo (FI = 91,369% y FS = 90,376% ). En los
procesados (Tabla 13) la eliminacién es mds elevada para FI que para FS, siendo la diferencia

de un 9% para zanahoria, 5% para remolacha y 6% para nabo.

La comparacion de los contenidos de cenizas en FI y en FND podria indicar si la capacidad
que tienen celulosa, hemicelulosas y lignina para retener elementos minerales depende o no
del tratamiento quimico que estdn sufriendo dichos componentes (Tablas 6, 7, 12 y 13). De
los resultados se deduce que la eliminacién de cenizas por parte de estos tratamientos,
quimico y enzimdtico, es diferente en el caso de zanahoria (fresca y procesada) y de
remolacha fresca mientras que ambos tratamientos tienen la misma eficacia remolacha

procesada y en nabo (fresco y procesado).

d) Estudio de las proteinas residuales en FI
Las proteinas estdn presentes en el residuo FI, y para dar un valor correcto de dicho residuo,
el método indica que hay que restarlas del peso total. Esto implica que el tratamiento
enzimdtico no es suficiente para eliminar toda la proteina. La presencia de dicha proteina en

el residuo tiene hoy dia un papel controvertido en la definicion de fibra alimentaria.

El contenido de proteinas (g/100 g de residuo) representa un porcentaje del residuo de FI muy
variable dependiendo de la muestra de que se trate (Tablas 12 y 13). En el caso de las
hortalizas frescas oscila desde un 42,142% en zanahoria hasta un 4,614% en remolacha,
pasando per un valor intermedio de 24,460% en nabo. En los procesados hay un margen

también bastante amplio, desde 32,088 % en zanahoria hasta un 6,077% en remolacha, siendo
del 19,797% en nabo.

La eficacia de la digestion proteica para las diferentes hortalizas, frescas y procesadas, es
muy semejante en zanahoria y nabo, con unos porcentajes de eliminacidn de: zanahoria
(fresca= 61,378% y procesada= 55,641%) y nabo (fresco= 67,247% y procesado=

73,226%), y bastante superiores en remolacha (fresca= 90,852% y procesada= 84,066%).

Las publicaciones en las que se detallan los valores de proteina presentes en los residuos son
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escasas. En el espdrrago, los valores de proteinas en la fibra insoluble obtenida por el método
de Asp son semejantes a los presentes en el residuo FAD, y superiores en ambos casos a los
obtenidos por el método FND (Redondo y col. 1990).

Cuando s¢ comparan estadisticamente (a= 0,05) los valores de proteinas residuales
encontrados en FI con los hallados en FAD y FND, se observan diferencias significativas en
pricticamente todos los casos. Asi pues, en todos los materiales la eficacia de los métodos
detergentes en la eliminacién de proteinas es superior a la del método enzimdtico-

gravimétrico de Asp (Tablas 6, 7, 12 y 13).

La protefna es pues uno de los componentes en los que el diferente fundamento de cada
método tiene mayor influencia. El tratamiento quimico elimina gran cantidad de proteinas,
mientras que el tratamiento enzimatico deja una mayor proporcion. La presencia de proteinas
en el residuo FI puede ser debida a que no ha sido digerida por las enzimas utilizadas segtin
las condiciones del método, es decir, es resistente a la hidrdlisis, y ese hecho se utiliza para

definirla como proteina resistente.

La interpretacion de la presencia de proteina en los residuos de fibra alimentaria es
controvertida. Como ya se explica en el apartado dedicado a la definicién de fibra
alimentaria, algunos autores (Asp, 1987) son partidarios de incluirla como componente de la

fibra alimentaria mientras que otros se oponen a esto (Englyst y Cummings, 1988).

Los valores de fibra insoluble (FI) y de fibra soluble (FS) obtenidos por el método de Asp

se representan en fos graficos 3 y 4 para las hortalizas frescas y procesadas respectivamente.

2.1.1.3. Método cromatogrifico (HPLC)
Como ya se indicé en la parte general, Englyst define 1a fibra alimentaria como polisacdridos

no almidén (NSP). El método por él disefiado en 1982, y modificado en los afios 1984 y

1988, ha sido utilizado en alimentos para el hombre, aplicindolo al andlisis de un gran
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nimero de alimentos, dentro de los cuales se incluyen cereales, hortalizas, frutas y frutos

SCCOS.

Este método permite identificar y cuantificar por cromatografia los monosacdridos que forman
los polisacdridos no almidén que constituyen la fibra alimentaria. Se complementa con la
determinacién de las sustancias pécticas por espectrofotometria como se detalla en la Parte

Experimental.

Las condiciones analiticas empleadas permiten la obtencién de un cromatograma cuyo perfil

es semejante en todas las muestras de hortalizas frescas y procesadas objeto de este trabajo

(Cromatogramas del 8 al 13).

La columna utilizada, HPX-87P de BioRad, eluye en primer lugar oligosacdridos, a
continuacion monosacdridos y finalmente polialcoholes. En total se han detectado diez picos,
de los cuales en la region correspondiente a oligosacaridos se presentan tres: 1, 2y 3, enla
zona de los monosacdridos neutros se identifican cinco: 4, 5, 6, 7 y 8, y dentro de los

polialcoholes aparecen dos: 9 y 10.

De los trabajos encontrados en la bibliografia que utilizan un equipo de HPLC con las mismas
condiciones aqui empleadas, Neilson y Marlett (1988) analizan manzana, salvado de trigo,
guisante y un plato elaborado. El perfil cromatogrifico que obtienen estos autores para sus
muestras presenta tres picos antes de la glucosa, semejantes a los del presente estudio, que

identifican como: celobiosa, celotriosa y productos de degradacién de monosacdridos.

L)
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Cromatogramas obtenidos para los monosacdridos constituyentes
de fibra alimentaria de zanahoria por HPLC

Cromatograma n“8. Zanahoria fresca

[4)]

Cromatograma n“9. Zanahona procesada



Cromatogramas obtenidos para los monosacaridos constituyentes
de fibra alimentaria de remolacha por HPLC

Cromatograma n°10. Remolacha fresca

Cromatograma n®11. Remolacha procesada



Cromatogramas obtenidos para ios monosacdridos constituyentes
de fibra alimentaria de nabo por HPLC

Cromatograma n”12. Nabo fresco

4]

Cromatograma n“13. Nabo procesado



Se ha confirmado la identificacion de celobiosa (pico n® 3) y su presencia puede ser debida
a una hidrélisis incompleta de celulosa que podria estar originada por la presencia de regiones
mds cristalinas en la molécula. El pico n® 2, aunque eluye al mismo tiempo que en el estudio
de Neilson y Marlett, no ha podido ser identificado, dado que no existe patrén de celotriosa.
Respecto al pico n® 1, estos autores piensan que puede tratarse de productos de degradacion
de monosacdridos que coeluyen al principio del cromatograma. En este trabajo se ha
comprobado que aparece también en los cromatogramas correspondientes a la hidrdlisis de
patrénes de polisacdridos (celulosa y xilano) y en los correspondientes a la mezcla de

monosacdridos patrén sometidos a las mismas condiciones de hidrolisis que las muestras.

Se puede sefialar que la forma que presenta el pico n® 1 es muy caracteristica, ya que carece
de pendiente de descenso, presentindose en su lugar una linea vertical. Este hecho se
mantiene desde el primer momento que se empieza a utilizar 12 columna hasta que, avanzado

el muestreo, la pérdida de resolucion de la misma empieza a ser notoria.

A continuacién se identifican los monosacdridos: glucosa (pico n® 4), xilosa (pico n® 5),

galactosa/ramnosa (pico n®6), arabinosa (pico n® 7) y manosa (pico n® 8).

Después de los monosacdridos, en la region correspondiente a los polialcoholes, el primer
pico que aparece es el eritritol que ha sido utilizado como patrén interno (pico n® 9). Mds
tarde se encuentra un pico (n® 10) que no figura en los cromatogramas presentados por

Neilson y Marlett (1983). Estd a continuacion del eritritol pero no ha podido ser identificado.

La celobiosa y la glucosa proceden de los polisacaridos celuldsicos, si bien una pequena
proporcion de glucosa puede corresponder a polisacdridos no celuldsicos. El resto de los
monosacaridos proceden de polisacdridos no celuldsicos: hemicelulosas y sustancias pécticas.
La suma de todos éstos da un valor de polisacdridos no almidén (NSP), propuesto por Englyst

como definicion de fibra alimentaria.

Con el fin de completar la investigacidn es interesante comentar los estudios correspondientes

a cromatografia de gases (GLC) que se han realizado en el centro CIVO-TNO de Zeist
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{Holanda). Se han analizado tanto las muestras frescas como las procesadas y se han obtenido

los cromatogramas correspondientes (Cromatogramas del 14 al 19).

En esta técnica solo se detectan los picos correspondientes a monosacdridos. El orden de
elucion, como ya se dijo en la parte experimental, es: ramnosa, arabinosa, xilosa, mio-

inositol, manosa, glucosa y galactosa,

Se observa que la resolucién es muy buena, separdndose la ramnosa correctamente. El tiempo
del cromatograma es largo, transcurriende un periodo importante desde que aparece la xilosa
hasta el m-inositol. La fucosa, que aparece en algunos vegetales (Englyst y Cummings,
1988), no se detecta con este sistema cromatografico para las hortalizas objeto de este

estudio. De estos cromatogramas no se puede obtener informacién adicional sobre celobiosa.
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Cromatogramas obtenidos para los monosacdridos constituyentes
de fibra alimentaria de zanahoria por GLC
6

“_r‘:.___- —

Cromatograma n“14. Zanahoria fresca

Cromatograma n*15. Zanahoria procesada



Cromatogramas obtenidos para los monosacdridos constituyentes
de fibra alimentaria de remolacha por GLC

[4)]

Cromatograma n"16. Remolacha fresca

Cromatograma n®17. Remolacha procesada



Cromatogramas obtenidos para los monosacdridos constituyentes
de fibra alimentaria de nabo por GLC

6
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Cromatograma n"18. Nabo fresco
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a) Estudio de monosacdridos
Los resultados obtenidos, expresados en g/100 g de materia himeda, para cada monosacdrido
figuran en las tablas 14 y 15, y la suma total de los mismos en la tablas 16, 17,
correspondientes a las muestras frescas y procesadas. Se han corregido las pérdidas sufridas
durante la hidrdlisis, y para ello, se ha multiplicado el valor obtenido para cada monosacdrido
por un factor calculado a partir del tanto por ciento de recuperacién de cada uno de los

patrones después de la hidrolisis dcida.

En las tablas 16 y 17 se hace referencia a los valores medios y otros estadisticos generales
de la suma total de azicares neutros para las tres hortalizas, frescas y procesadas,
respectivamente. En los materiales frescos la remolacha presenta €l contenido medio mds
elevado, 1,4224:0,226, a continuacién el nabo, 1,28540,153 y, por ultimo la zanahoria con
los valores medios mds bajos 0,979+0,168. En los productos procesados se mantiene la
misma secuencia, obteniéndose los siguientes valores medios, remolacha 1,599+0,166, nabo

1,413+0,013 y zanahoria 1,149+0,081.

Si se refieren las concentraciones obtenidas de cada monosacdrido al valor total de los
mismos, la distribucién, expresada en porcentaje, de cada mondmero figura en los siguientes

cuadros. En las hortalizas frescas:

Cuadro n® 1. Distribuciéon de monosacaridos en las hortalizas frescas (%).

ZANAHORIA REMOLACHA NABO
Celobiosa 6,231 4,216 5,288
Glucosa 43,104 39,.283 55,832
Xilosa 4,494 2,600 7,154
Gal/Ram 24,208 12,790 12,286
Arabinosa 18,080 38,158 14,386
Manosa 3,882 2,881 4,977

Como puede apreciarse por los datos reflejados en este cuadro, la zanahoria tiene como

azucar mayoritario la glucosa, seguido de galactosa/ramnosa y arabinosa, y proporciones
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inferiores de celobiosa, xilosa y manosa.

En la remolacha predominan glucosa y arabinosa que alcanzan porcentajes similares; en
cantidades mds bajas se encuentran la galactosa/ramnosa y, finalmente, celobiosa, manosa y

xilosa con contenidos mds préximos.

Los resultados obtenidos en el nabo indican un elevado contenido de glucosa con respecto a
los demds aziicares; concentraciones muy similares y sensiblemente inferiores de arabinosa

y galactosa/ramnosa, y en proporciones mds escasas aparecen xilosa, celobiosa y manosa.

En las hortalizas procesadas los porcentajes son:

Cuadro n°® 2. Distribucién de monosacaridos en las hortalizas procesadas (%).

ZANAHORIA REMOLACHA NABO
Celobiosa 5,570 5,000 5,635
Glucosa 36,989 40,188 60,057
Xilosa 3,742 3,000 7,418
Gal/Ram 27,241 11,813 10,128
Arabinosa 23,499 36,125 11,912
Manosa 2,959 3,813 4,280

Aparece una situacién muy semejante a la observada en las muestras frescas, si bien las
proporciones se modifican, s¢ mantiene exactamente el mismo orden de participacion de los

azucares en las tres hortalizas.

Los resultados obtenidos para cada uno de los monosaciridos se representan en los graficos

5 y 6 para las hortalizas frescas y procesadas, respectivamente.

b) Estudio de los polisacdridos

Para expresar los monosacdridos en forma de polisacdridos se multiplican por un factor que

corrige la pérdida de agua y cuyo valor es de 0,90 para hexosas y 0,88 para pentosas.
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Los valores medios de polisacdridos celuldsicos, no celuldsicos y la suma de ambos obtenidos
en cada hortaliza, tanto frescas como procesadas, figuran en las tablas 22 y 23,

respectivamente, y los estadisticos generales en las tablas 24 y 25.

Considerando el valor total se puede conocer qué tanto por ciento representan los
polisacdridos celuldsicos y los no celuldsicos. Para los materiales frescos se obtienen los

siguientes porcentajes:

Cuadro n° 3. Distribucién de polisacdridos celuldsicos y no celuldsicos
en las hortalizas frescas (%)

ZANAHORIA | REMOLACHA NABO

Polisacdridos celuldsicos 49,773 44,025 61,558

Polisacdridos no celulésicos 50,227 55,975 38,442

Se observa que cada hortaliza presenta una relacidon diferente entre los polisacdridos
celuldsicos y no celulésicos. El nabo, que tiene histoldgicamente un crecimiento secundario
normal, presenta una mayor proporcion de polisacdridos celuldsicos, practicamente el doble
de los polisacdridos no celuldsicos. A estos resultados contribuye la gran proporcidn de
glucosa, y la escasa cantidad de arabinosa en relacién con la remolacha y de

galactosa/ramnosa en relacién con zanahoria.

En zanahoria y remolacha, de crecimiento secundario anémalo, se presenta una situacion
diferente a la anterior, predominan los polisacdridos no celuldsicos frente a los celuldsicos;
mientras que en la zanahoria no hay gran diferencia entre ambas fracciones, en remolacha es

mds importante la proporcion de polisacaridos no celuidsicos respecto a los celuldsicos.

En los materiales procesados los porcentajes calculados son los siguientes figuran en el

siguiente cuadro:



Cuadro n° 4. Distribucién de polisaciridos celuldsicos y no celuldsicos
en las hortalizas procesadas (%).

ZANAHORIA | REMOLACHA NABO

Polisacdridos celuldsicos 41,380 45,772 65,747

Polisacaridos no celuldsicos 58,620 54,228 34 254

Se deduce que las proporciones entre estos componentes se mantienen con respecto al caso
anterior. En el nabo predomina el porcentaje de polisacdridos celulésicos sobre los no
celuldsicos, y en el caso de la remolacha y la zanahoria la proporcién de polisacdridos no

celuldsicos es superior a la de celuldsicos.

Como ya se seiialaba anteriormente, los polisacdridos celuldsicos pueden ser evaluados como
la suma de celobiosa y glucosa. Si se admite el total de polisacdridos celulosicos de esta
forma se puede determinar en qué tanto por ciento se encuentran la celobiosa y la glucosa

dentro del total. Para las hortalizas frescas:

Cuadro n° 5. Distribucién de celobiosa y glucosa en los polisacdridos celuldsicos
de las hortalizas frescas (%).

ZANAHORIA | REMOLACHA NABO

Celobiosa 13,242 10,178 9,142

Glucosa 86,758 89,822 90,858

En general, las proporciones son similares para las tres hortalizas, si bien el mayor porcentaje
de celobiosa dentro de los polisacaridos celuldsicos lo presenta la zanahoria, a continuacién

remolacha y, por tltimo, nabo.

Para las hortalizas procesadas:
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Cuadro n®° 6: Distribucién de celobiosa y glucosa en los polisacdridos celulésicos
de las hortalizas procesadas (%).

ZANAHORIA | REMOLACHA NABO

Celobiosa 13,740 11,603 9,004

Glucosa 86,260 88,397 90,996

Las proporciones son semejantes a las muestras frescas, oscilando el porcentaje de celobiosa

de entre un 9 y un 14% del total de los polisacdridos celuldsicos.

La distribucién de polisacdridos celuldsicos y no celulésicos, indicando la composicion de los
primeros, se representan en los graficos 7 y 8 para la zanahoria fresca y procesada, 9 y 10
para la remolacha fresca y procesada, y 11 y 12 para nabo fresco y procesado. En los
graficos del 13 al I8 se refleja la misma distribuciéon pero mostrando, en este caso, la

composicion de los polisacdridos no celuldsicos.

Dentro de los polisacdridos no celuldsicos se consideran los siguientes monosacdridos neutros:
xilosa, galactosa/ramnosa, arabinosa y manosa. La proporcidon de cada uno de ellos respecto

al total, en las muestras frescas es:

Cuadro n°® 7. Distribucién de monosacdridos en los polisacdridos no celulésicos
de las hortalizas frescas (%).

ZANAHORIA | REMOLACHA NABO
Xilosa 8,824 4,635 18,243
Gal/Ram 48,190 23,034 31,982
Arabinosa 35,294 67,135 36,712
Manosa 7,692 5,197 13,063

Los monosacdridos que se encuentran en proporciones mds elevadas en los diferentes
materiales son galactosa/ramnosa y arabinosa. En zanahoria el porcentaje de
galactosa/ramnosa es superior al de arabinosa. En remolacha y nabo es mayoritaria la

arabinosa, invirtiéndose las proporciones con respecto a la zanahoria, siendo los porcentajes
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de participacién mds distantes en el caso de remolacha.

Por la bibliografia se conoce que los monosacdridos ramnosa y galactosa proceden
fundamentalmente de sustancias pécticas, y si se considera el porcentaje de dichas sustancias,
expresado en dcido galacturdnico, que figura en las tablas 26, 27, 28 y 29, se observa que

la zanahoria es la muestra que presenta un valor mas alto.

Con respecto a la relacién galactosa/ramnosa, si se tienen en cuenta los datos de
cromatografia gaseosa (Tablas 20 y 21) la proporcion de galactosa representa un 90,064 %
dentro de la mezcla de galactosa/ramnosa y la ramnosa un 9,935% en la zanahoria; en la

remolacha, 80,909% y 19,091% y en nabo 82,114% y 17,886%.

La xilosa y la manosa son azdcares minoritarios, sobre todo en remolacha y en zanahoria,
estando en el nabo la proporcion mds equilibrada con respecto al resto de los monosacdridos.
No obstante, a manosa estd en proporcion inferior a la xilosa en zanahoria y nabo, y en la

remolacha ligeramente superior.

En lo que a los procesados se refiere, los porcentajes calculados son:

Cuadro n° 8. Distribucion de monosacdridos en los polisacdridos no celuldsicos
de las hortalizas procesadas (%).

ZANAHORIA | REMOLACHA NABO
Xilosa 6,040 5,412 24,654
Gal/Ram 44 831 21,907 28,802
Arabinosa 44,190 65,593 33,871
Manosa 4,930 7,088 12,673

En zanahoria, los porcentajes de galactosa/ramnosa y de arabinosa son muy semejantes entre
si y muy elevados respecto a xilosa y manosa. En remolacha destaca la superioridad de la
arabinosa, en menor proporcion galactosa/ramnosa, y las diferencias de contribucién de la

xilosa y manosa respecto a la arabinosa son bastante importantes. En nabo, la participacion
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de arabinosa, galactosa/ramnosa y xilosa es bastante parecida, siendo la manosa la que mds

se distancia, si bien las diferencias no son tan acusadas como en las muestras anteriores.

Segiin los datos obtenidos por cromatografia de gases (Tablas 20 y 21), el porcentaje que
galactosa y ramnosa representan dentro de la mezcla de estos dos azicares es el siguiente:
zanahoria, 90,341% y 9,659%; remolacha, 83,665% y 16,335%, y nabo, 85,926% y
14,074%.

El valor que Englyst considera de fibra alimentaria es el que corresponde a la suma de
celulosa, hemicelulosas y sustancias pécticas que forman los polisacaridos no almidén (NSP)

y que se discutird en el apartado correspondiente a fibra total.

c) Comparacién de los resultados obtenidos de fibra alimentaria por cromatografia v
métodos gravimeétricos

Puesto que el método neutro detergente no indica la determinacién de sustancias pécticas,

para comparar los valores obtenidos con los correspondientes al método de HPLC se
considera en este caso la suma de polisacdridos celuldsicos y polisacdridos no celuldsicos. El

nivel de significacion establecido para las diferencias encontradas es de o= 0,05.

Al comparar FND con la suma de polisacdridos, se observa que en el caso de los materiales
frescos, las diferencias son estadisticamente significativas. Sin embargo, en el caso de los
procesados hay diferencias estadisticamente significativas en la zanahoria, pero en la
remolacha y el nabo no se han encontrado diferencias entre los valores correspondientes a

cada una de ellas.

Las diferencias, en los casos en que se presentan, son légicas dado que en el FND se incluye,
en principio, lignina. Se podria indicar una mayor proporcién de lignina en los materiales
frescos que en los materiales procesados asi como la presencia de determinados compuestos
retenidos por el residuo FND: sustancias pécticas (Redondo y col., 1990; Wolters y col.,
1992), almidén (Wolters y col, 1992) y proteina (Redondo y col., 1990). Ademds es

importante tener en cuenta que HPLC es un método directo que permite 1a cuantificacién
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individual de componentes, mientras que FND es una gravimetria.

En los casos en que se presenta igualdad se podria comentar la existencia de una menor
proporcién de lignina en el FND y una menor presencia de otros componentes que

contaminan el FND.

Al realizar la comparacién entre los valores de hemicelulosas obtenidos como diferencia entre
FND y FAD y los obtenidos por HPLC se observa que, en los materiales frescos no hay
diferencia estadisticamente significativa para zanahoria y remolacha, siendo diferentes los
valores de ambas metodologias para €l nabo. En los procesados la comparacién da los mismos

resultados.

Con repecto a la comparacién de los resultados obtenidos por HPLC y por el método
enzimdtico para FI se observa que, a pesar de la controversia existente entre los dos métodos
en cuanto a las sustancias cuantificadas por cada uno de ellos, los resultados obtenidos no dan
diferencias estadisticamente significativas para los materiales de zanahoria fresca y de las tres
hortalizas procesadas. En remolacha y nabo fresco no hay evidencia de que los resultados
obtenidos por ambas metodologias sean iguales. Las diferencias podrian justificarse en

funcion de la presencia de determinados compuestos en el residuo FI.

Ahora bien, no solo cabe hablar en términos de dificultades para eliminar determinados
compuestos interferentes, también se puede pensar, aunque esto no parece que sea probable,
en una cierta actividad hemiceluldsica de las enzimas empleadas en el método de Asp
(Theander, 1990), y de una cierta solubilizacién de compuestos como la lignina por parte de
la solucién detergente neutra. Estos fendmenos, sobre todo el dltimo, de magnitud
desconocida en las muestras estudiadas, puede tener alguna importancia a la hora de hacer

la comparacion.
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2.1.1.4. Método espectrofotométrico para sustancias pécticas: 3,5-dimetilfenol

Como ya se indicé en la parte experimental, se ha realizado una modificacion del método

propuesto por Scott en 1979.

En una solucién dcida fuerte los carbohidratos sufren reacciones de condensacién con gran
nimero de sustancias dando productos coloreados que se pueden medir
espectrofotométricamente. El 3,5-dimetilfenol es un reactivo altamente selectivo para el
compuesto que se forma al tratar el dcido urdnico con dcido sulfirico: 5-formil-2-
furancarboxialdehido (5FF), en presencia de los productos de reaccion de hexosas y pentosas.

Este fenol presenta ademds de elevada selectividad una buena sensibilidad.

Los valores de dcido galacturénico (g/100 g materia himeda) obtenidos para las hortalizas
frescas figuran en las tablas 26 y 28, y los obtenidos para las procesadas figuran en las tablas
27 y 29.

El andlisis de las hortalizas frescas ofrece unos valores medios muy préximos entre si. La
zanahoria presenta los mds altos, 0,545+0,017, seguida de remolacha, 0,400+0,049, y nabo,
0,33940,012. En el caso de las hortalizas procesadas las cifras medias obtenidas han sido:

zanahoria, 0,47010,042; remolacha, 0,312+0,022 y nabo: 0,253+0,018.

Si se comparan estadisticamente estos resultados con los obtenidos para FS se observa que
en zanahoria y nabo frescos ambos valores son iguales mientras que, en remolacha fresca y

en los tres procesados difieren significativamente.
En los casos en que hay diferencias siempre la fibra soluble (FS) es superior al valor de

sustancias pécticas determinado espectrofotométricamente (SP). El resultado de SP representa

un porcentaje variable del valor de FS que figura en el siguiente cuadro:

350



Cuadro n° 9. Porcentaje de SP en SF en las hortalizas frescas y procesadas.

FRESCO PROCESADO
Zanahoria 70,413 36,637
Remolacha 42,614 25,041
Nabo 58,651 29,225

La superioridad de FS sobre SP se debe a la presencia de otros compuestos distintos de las
sustancias pécticas, como proteinas, que precipitan con etano! y se valoran como fibra

soluble.

2.1.1.5. Estudio de los valores de fibra total

Los resultados obtenidos para la discusion de este apartado, expresados en g/100 g de materia

himeda, para las muestras frescas y procesadas, se recogen en las tablas 30, 31, 32 y 33,

a) Estudio de los valores de FND + SP

Los métodos detergentes no suponen la determinacién de fibra total y para suplir este

inconveniente se han sumado los valores de FND y los de sustancias pécticas (SP).

En las hortalizas frescas los resultados son muy préximos entre si, correspondiendo a la
remolacha los valores mds elevados: 2,657+0,264, seguida de zanahoria: 2,465+40,128 vy,
por ultimo nabo: 2,008+0,156. En las hortalizas procesadas, nuevamente la remolacha
presenta los resultados mds altos: 2,284+0,274, a continuacién el nabo: 1,947+40,219 y, por
ultimo la zanahoria: 2,1104-0,023.

El porcentaje de sustancias pécticas dentro del valor total de fibra considerado como
FND +SP representa en los materiales frescos el 20,305% en zanahoria, 15,368% en nabo
y 14,388% en remolacha. En el caso de los procesados los porcentajes son: 20,184 % para

zanahoria, 16,305% para remolacha y 15,309% para nabo.
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De las proporciones anteriormente comentadas se observa que la mayor contribucién de
sustancias pécticas al valor de fibra total corresponde a la muestra cuyo valor de SP es mds
elevado y el menor a la muestra cuyo valor de SP es el mds bajo para el caso de los

materiales frescos. En el caso de los procesados ocurre 1o mismo.

b) Estudio de los valores de FT
Los valores de FT se obtienen mediante 1a suma de FI y FS. Por lo dicho hasta el momento
se puede deducir que el valor mds elevado de FT lo presenta remolacha (fresco =

3.354+0,198, procesado = 3,34510,476), a continuacién zanahoria (fresco =

2,02740,176, procesado = 2,626+40,102) y nabo (fresco = 2,02340,182, procesado =
2,273+0,177).

¢) Comparacién de los valores de FT con FND+SP

Cuando se comparan los valores de FT con FND+SP para un nivel de significacién de o=
0,05 se observa que las diferencias entre dichas metodologias estdn en funcidén de la muestra
que se analice. En la zanahoria, los valores de FND+SP obtenidos en las muestras frescas
son significativamente superiores a los FT, mientras que en las procesadas las diferencias no
son significativas; en la remolacha, ocurre lo contrario, ya que los valores de FND+SP son
significativamente inferiores a los de FT, tanto en las muestras frescas como procesadas.
Finalmente, en el nabo se obtiene igualdad de medias entre los valores calculados por ambos

métodos, tanto en el material fresco como procesado.

d) Comparacidn de los valores de FT con FAD

De la valoracion de los resultados obtenidos por ambos métodos se observa, como es 16gico,
que hay diferencias estadisticamente significativas («= 0,05) en todos los casos, excepto en

la zanahoria fresca.

e) Comparacidn los v e FT con FND
Algunos autores comparan los valores de FT con los valores de FND para evaluar ¢l
comportamiento de estas dos metodologias. En el estudio presente la comparacién sefiala

diferencias significativas (o= 0,05) en todas las muestras excepto en la zanahoria fresca en
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la que se ha encontrado igualdad de medias.

Visser y Gurnsay (1986) analizan numerosas hortalizas y frutas por el método de la AQGAC
(TDF) y por el método neutro detergente obteniendo resultados poco concluyentes. Asi, en
algunas muestras (melocotén, nectarina, albaricoque y cereza) los valores de TDF son
superiores a FND, mientras que en ofras (manzanas de diferentes variedades, tamarindo,

feijoa, kiwi, guisante, judia verde, maiz y cebolla) se observa lo contrario.
Redondo y col. (1987) estudian el contenido de fibra alimentaria en berenjena y calabacin por
el método de Asp y por el método neutro detergente. En ambas muestras el valor de FT es

superior al valor de FND.

f) Comparacion de los valores de FT y NSP

Para hacer esta comparacion, se suman a los valores de los polisacdridos celuldsicos y no
celulésicos, obtenidos por HPLC, y los de sustancias pécticas para obtener NSP. Los valores
de FT son siempre superiores a los de NSP. Se observan diferencias estadisticamente

significativas («= 0,05) para todos los casos, excepto en remolacha procesada.

Las diferencias, aparte de todos los comentarios anteriores, se pueden atribuir a la gran
variacién que existe en el valor de sustancias pécticas determinadas por el método de Asp

(FS) y por el método espectrofotométrico (SP).

La comparacion de los valores de fibra total, obtenidos por distintos métodos, se representa

en el grafico 19 para las hortalizas frescas y en el 20 para las procesadas.

Finalmente, al comparar los estadisticos RSD (Tablas 32 y 33), expresados en coeficientes
de variacién (CV), obtenidos en la determinacién de fibra alimentaria total por los diferentes
procedimientos anteriormente mencionados en las distintas hortalizas, se comprueba que en
los materiales frescos la metodologia que ha supuesto mayor variabilidad ha sido la
cromatografia liquida de alta eficacia: zanahoria, CV= 21,00%; remolacha, CV= 25,60%;

nabo, CV= 17,10%, frente a los otros dos procedimientos en donde los valores oscilan en
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un intervalo de coeficientes de variacidon comprendido entre 9,00 y 17,20%. Sin embargo en
los procesados la menor dispersién procede del mismo método de andlisis: zanahoria, CV=
3,90%; remolacha, CV= 1,78%; nabo, CV= 1,40%, frente a las otras determinaciones en

las que los intervalos de variabilidad alcanzan valores del 24.60%.

2.1.2. Estudio de los resultados obtenidos para azicares solubles

2.1.2.1. Método cromatografico (HPLC)
El método de HPLC, a diferencia del método colorimétrico que se verd a continuacion,
permite la separacion de los azicares solubles presentes en las muestras. Las hortalizas

estudiadas se caracterizan por presentar en todos los casos fructosa, glucosa y sacarosa.

Las condiciones cromatograficas utilizadas permiten obtener un perfil cromatogrdfico para

cada una de las muestras estudiadas que figura en los cromatogramas n°20 al 25,
En las tablas 34 y 35 figuran los valores obtenidos para estos azdcares (g/100 g materia
himeda) asi como el valor total en las hortalizas frescas y procesadas, respectivamente. En

las tablas 36 y 37 se representan los estadisticos de dichos valores.

Los valores totales obtenidos mediante 1a suma de azicares, son diferentes en cada hortaliza.
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Cromatogramas obtenidos para azicares solubles de zanahoria por HPLC
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Cromatograma n“20. Zanahoria fresca

Cromatograma n“21. Zanahoria procesada



Cromatogramas obtenidos para azticares solubles de remolacha por HPLC
3
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Cromatograma n®22. Remolacha fresca
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Cromatograma n"23. Remolacha procesada



Cromatogramas obtenidos para azucares solubles de nabo por HPLC
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Cromatograma n“24. Nabo fresco

Cromatograma n"25. Nabo procesado



En los materiales frescos el valor mds elevado lo presenta la remolacha: 7,295+1,016, a
continuacién la zanahoria: 2,97240,346 y, por ultimo el nabo: 2,72040,280. En los
procesados las diferencias entre las muestras son menores, pero cuantitativamente se sigue

el mismo orden, remolacha:4,688+0,106, zanahoria: 3,362+0,103 y nabo: 1,777+40,243.

El estudio de las cantidades de cada uno de los monosacdridos presentes en el valor total de
aziicares manifiesta una distribucién caracteristica para cada hortaliza. En las hortalizas

frescas los porcentajes de contribucién figuran en el siguiente cuadro:

Cuadro n® 10. Distribucion de azicares solubles en las hortalizas frescas (%).

B FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA
Zanahoria 18,200 24,680 57,120
Remolacha 1,.867 6,597 91,537
Nabo 39,771 52,484 7,516

Los monosacdridos fructosa y glucosa se encuentran en proporcién mds proxima en las tres
hortalizas respecto a la cantidad de sacarosa que siempre estd distanciada. En zanahoria, la
sacarosa es el azicar predominante, seguido de giucosa y fructosa. En la remolacha Ia
fraccién de monosacdridos solubles estd practicamente representada por sacarosa, mientras
que ia glucosa y la fructosa se encuentran escasamente representadas. Finalmente el nabo
ofrece un contenido mayoritario de glucosa y fructosa, frente a la contribucién minoritaria

de la sacarosa.

Es de destacar el hecho de que remolacha y nabo representan situaciones exactamente
contrapuestas. Para remolacha la sacarosa se encuentra en un 91,536% mientras que la suma
de fructosa y giucosa representa un 8,464 %. Para el nabo Ja sacarosa representa un 7,516%

y la suma de fructosa y glucosa un 92,255%.

La zanahoria tiene una situacién intermedia entre ambos al encontrarse mds equilibrada en
la distribucidn mencionada de los azdcares (sacarosa, 57,120% y la suma de glucosa y
fructosa, 42,880%).



Con respecto a la relacion (r) entre glucosa y fructosa, expresada como cociente entre
glucosa/fructosa, cabe sefialar que la primera ofrece valores superiores a la segunda y por
tanto (r) serd superior a 1. En cada hortaliza se obtiene una relacién distinta, elevada en la

remolacha (r = 3,54) y muy parecida en la zanahoria y el nabo (r = 1,35 y r = 1,32).

En las hortalizas procesadas la distribucidn de los diferentes azicares en el contenido total,

expresado en tanto por ciento, figura en el siguiente cuadro:

Cuadro n? 11. Distribucién de azicares solubles en las hortalizas procesadas (%).

FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA
Zanahoria 17,936 23,260 58,834
Remolacha 1,813 5,695 §2,492
Nabo 39,111 55,768 5,121

En este caso, los porcentajes de contribucién obtenidos reflejan una situacion semejante a la
de los materiales frescos. La sacarosa alcanza una representatividad mdxima en la remolacha
y muy escasa en nabo, mientras que fructosa y glucosa contribuyen con proporciones mas
elevadas en el nabo e inferiores en la remolacha. Por tltimo, en la zanahoria la distribucion

de los azicares es mds equitativa.

La comparacién de los valores de aziicares solubles obtenidos por HPLC en las tres hortalizas

frescas se representan en el grifico 21 y en las tres hortalizas procesadas en el 22.

2.1.2.2. Método espectrofotométrico: ferricianuro potdsico

Este método (Gaines, 1973) permite obtener un vnico valor, que corresponde a la suma de
los aziicares libres. Los valores obtenidos (g/100 g materia himeda) para zanahoria,
remolacha y nabo se reflejan en las tablas 38 y 39, para producto fresco y procesado

respectivamente, y los estadisticos generales en las tablas 40 y 41.



En los materiales frescos, la cuantificacion de azicares por este método da como resultado
un contenido méximo en remolacha 7,143+ 1,091, a continuacidn zanahoria 4,884 40,260 v,
por iltimo, nabo 2,64810,391. En los procesados se sigue el mismo orden: remolacha
4,71840,265; zanahoria 3,430+0,298 y nabo 1,74610,305.

2.1.2.3. Comparacién de los resultados obtenidos para aziicares solubles por el método

de HPLC y por el método del ferricianuro potdsico

Cuando se comparan estos valores se observa que no hay evidencia para rechazar la hipotesis
de igualdad de medias de los resultados obtenidos por los dos métodos en todas las muestras
tanto frescas como procesadas. Es decir, Ia determinacion de azicares solubles totales por
cualquiera de estos métodos ofrece resultados semejantes para un nivel de significacién de

a= 0,05.

Las desviaciones estandar relativas, expresadas en tanto por ciento (CV), obtenidas para las
medias de los tres lotes de cada hortaliza, segin los dos métodos empleados (HPLC y m.
ferricianuro potdsico) son en los materiales frescos, zanahoria: 12,00% y 9,20%, en
remolacha: 24,10% y 26,50%, y en nabo: 17,80% y 25,60%. En los materiales procesados,
zanahoria: 5,30% y 15,00%, remolacha: 3,90% y 9,70%, y nabo: 23,60% y 30,30%. Como

puede observarse la variacidn es menor, en general, en el caso del método cromatogréfico.

Los resultados de los azicares solubles en las tres hortalizas frescas y procesadas se

representan en los graficos 23 y 24.
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2.2. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS
HORTALIZAS FRESCAS Y EN LAS PROCESADAS

El estudio estadistico de los resultados obtenidos en las hortalizas frescas y en las procesadas
se lleva a cabo aplicando el andlisis de la varianza (ANOVA), estableciendo un nivel de
significacion de o= 0,05. Los valores de p-value encontrados figuran en el anexo 1II, de los

resultados.

2.2.1. Expresién de los resultados

La comparacion de los resultados obtenidos para fresco y procesado se puede hacer
considerando dichos resultados expresados en g/100 g de materia seca o en g/100 g de

materia himeda.

En cualquiera de los dos casos se ha de tener en cuenta que fresco y procesado son dos
materiales diferentes aunque procedan de la misma muestra. En el procesado, aparte de las
modificaciones ya sefaladas en el capitulo correspondiente, se observa que tiene lugar una
solubilizacién de ciertos componentes y variaciones cuantitativas de la humedad respecto al

material fresco.

A continuacion se pueden observar las pérdidas de algunos componentes en las hortalizas

procesadas respecto a las frescas, considerando 1a media de los tres lotes:

Cuadro n® 12. Porcentaje de pérdidas de distintos componentes
en las muestras procesadas

Cenizas Proteinas Azic. Solubles S. Pécticas
Zanahoria 24% 43 % 32% 14 %
Remolacha 13% 30% 36% 22%
Nabo 42 % 11% 35% 25%

361




Una misma cantidad de cualquier componente que no ha sufrido pérdidas por solubilizacién
aumenta, proporcionalmente a la pérdida total de sélidos, en la muestra procesada y se
origina un incremento de su concentracion respecto a la muestra fresca. Si la concentracion
de los componentes se modifica no se pueden evaluar las variaciones de una forma correcta

si no se consideran las pérdidas de sdlidos que sufre la muestra procesada.

Es necesario, por lo tanto, aplicar un factor a los resuitados obtenidos en los procesados que
corrija el incremento aparente de algunos compuestos debido a l1a pérdida de sélidos en el

agua de coccidn.

2.2.1.1. Calculo del factor de correccion

Para realizar la correccidn se multiplican los datos obtenidos en el procesado (expresados en
g/100 g de materia seca) por un factor correspondiente a la pérdida de sélidos solubles y que

se calcula como se indica a continuacion,

Se parte de cantidades iguales de muestra para el fresco y para el procesado. Sin embargo,
después del tratamiento se observa que hay una modificacién en el peso asi como en la
humedad del procesado con respecto al fresco. Utilizando los pesos del material fresco (PT,)
y del material procesado (PT;), asi como las humedades de cada uno de ellos (H, y H,), se

puede conocer la cantidad de materia seca que les corresponde, respectivamente.

Se observa que la cantidad de sustancia seca presente en ¢l peso total de la muestra procesada
es siempre inferior a la cantidad existente en el fresco, referidos ambos al mismo peso inicial.
Esto indica la solubilizacién de algunos componentes en el agua de coccién durante el

tratamiento.

Conociendo la materia seca del fresco y del procesado se puede calcular la relacidn que existe
entre ellos y el factor por el que hay que multiplicar los resultados obtenidos en el procesado

para que sean comparables con los del fresco. El factor de correccion (F) se calcula
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atendiendo a la siguiente férmula:

PTP . (100 - HP)

PTg . (100 - Hy)
donde:
PT, = Peso total del procesado
PT; = Peso total del fresco
H; = Humedad del procesado (g/100 g)
Hr = Humedad del fresco (g/100 g)

Para comprobar experimentalmente los valores de los factores de correccion asi calculados
se determina el residuo sélido presente en los liquidos de coccidn. Esta determinacion permite
obtener el peso de los sélidos solubles cedidos por la muestra procesada durante la coccidn.
Si este peso se suma al total del procesado y se refieren los cdlculos a este nuevo valor, los
resultados obtenidos son iguales a los que se alcanzan después de utilizar el factor de
correccion. En el cuadro nimero 13 se muestran algunos ejemplos de datos del procesado en
relacion al fresco sin corregir y una vez multiplicados por el factor de correccidon. Los valores
de los factores de correccion aplicados oscilan en un intervalo de 0,57 a 0,73 para zanahoria,

0,53 a 0,96 para remolacha y 0,62 a 0,68 para nabo.

Finalmente, para expresar los resultados sobre materia himeda se considera la humedad
deteminada en el producto antes de ser sometido al tramiento térmico. Asi se evitan las
diferencias debidas a la mayor o menor presencia de agua en las muestras, La expresién de
los resultados derivada de los cdlculos mencionados permite establecer una compafiaracion

real entre los componentes del producto fresco y los del correspondiente procesado.

A continuacion se muestran algunos ejemplos de datos del procesado en relacién al fresco sin

corregir y una vez multiplicados por el factor de correccion:



Cuadro n° 13. Porcentaje de FND, FT y NSP expresado en materia seca en las
hortalizas frescas y en las procesadas antes y después de aplicar el factor de correccidn.

Fresco Procesado

No Corregido Corregido

FND g/100 g m. seca

Zanahoria 18,328 20,742 14,036
Remolacha 16,076 19,531 14,024
Nabo 20,060 25,616 20,062
FT g/100 g m. seca

Zanahoria 19,132 32,743 21,984
Remolacha 24,784 34,433 25,050
Nabo 23,845 37,668 26,632
NSP g/100 g m. seca

Zanahoria 10,587 18,063 12,145
Remolacha 12,159 18,147 12,739
Nabo 15,493 22,186 15,848

FND = Fibra Neutro Detergente] FT = Fibra Total (método de Asp);
NSP = Polisacdridos No Almidén (método de Englyst)

2.2.2. Comparacién de los valores de humedad obtenidos en fresco y en procesado

Los valores correspondientes a la humedad, expresados en g/100 g, se encuentran en la tabla
1. El analisis de varianza demuestra que no existen diferencias entre las muestras frescas y
procesadas, para el nivel de significacion establecido (= 0,05), en remolacha (fresca=
86,710+1,074, procesada= 90,327+1,196) y nabo (fresco= 90,48711,240, procesado=
93,3204+0,174). En el caso de la zanahoria (fresca= 89,421+0,760, procesada=
91,969-+0,233), las diferencias si son significativas.

El ligero incremento que se observa en las muestras procesadas se debe, l6gicamente, al

tratamiento térmico en el seno de agua.



2.2.3. Comparacién de los valores de fibra alimentaria en las muestras frescas v en las
procesadas obtenidos por diferentes métodos

Para estudiar las diferencias fresco-procesado los datos se agrupan una vez mds en funcién

de los métodos analiticos:

- Métodos detergentes

- Método enzimdtico-gravimétrico de Asp

- Método cromatogrifico (HPLC)

- Método espectrofotométrico para la determinacion de sustancias pécticas:

3,5-dimetilfenol.

La divisién por metodologias se ha preferido a la clasificacion por los componentes que se
determinan en cada caso porque los resultados difieren en funcion del fundamento de los

distintos métodos analiticos.

Para estudiar la influencia del tratamiento, y poder establecer la wvariabilidad de
comportamiento de las diferentes muestras, se utiliza el pardmetro "Retencion”. La retencion
(R), expresada en tanto por ciento, refleja la pérdida o ganancia de cada componente del
material procesado respecto al fresco, al que se le atribuye el valor 100%, de tal forma que
un porcentaje inferior a 100 indica pérdidas y un valor superior a dicha cifra incrementos

después del tratamiento térmico.

Este pardmetro se calcula a través de la siguiente férmula:

% Procesado
R (%) = 100
% Fresco

¢/100 g m. himeda
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2.2.3.1. Métodos detergentes

Los resultados se pueden comparar teniendo en cuenta los residuos FAD y FND obtenidos
al aplicar las correspondientes metodologias o bien después de eliminar la proteina residual,
FAD-proteina y FND-proteina. Por afinidad con el apartado anterior de la discusién se
comparan los valores correspondientes a los residuos con la proteina que queda en ellos,
segtin indican los métodos. Los resultados se expresan en g/100 g de materia hiimeda (Tablas
42, 43 y 44).

a) Comparacidn de lgs resultados para FAD

En general, los valores obtenidos para FAD en las hortalizas procesadas son inferiores a los
que se obtienen en las frescas, excepto en el lote 1 de zanahoria y en el lote 2 de nabo, donde

se produce un ligero incremento (Graficos 29,30 y 31).

Se comprueba la homogeneidad con que los tratamientos térmicos (I, II y III) inciden en cada
uno de los lotes de remolacha y nabo al calcularse coeficientes de variacidn inferiores al 10%,
si bien, en la zanahoria, la variabilidad de los resultados es superior a las hortalizas

anteriores:

Cuadro n® 14. Coeficientes de variacion (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos I, I1 y III aplicados a cada lote.

ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)

Fresca Procesada ] Fresca Procesada | Fresca | Procesada
Lote 1 1,867 19,289 6,298 4,826 5,856 2,378
Lote 2 8,420 10,816 13,709 7,359 7,142 4,675
Lote 3 13,534 13,106 5,866 1,095 6,879 3,440

lestadistico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos LIT y Il de cada lote

Las pérdidas debidas al procesado en la fracciéon FAD de las distintas hortalizas (Tabla 75),
considerando el valor medio total, quedan reflejadas en las siguientes retenciones: nabo,

94,293 49,488, zanahoria, 92,259+ 8,276, y remolacha, 79,662+7,351. En la remolacha la
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retencion es sensiblemente inferior a la calculada para nabo y zanahoria, lo que indica que
el tratamiento térmico ha sido mds agresivo en este caso. Para €l nivel de significacién

establecido (o= 0,05), las diferencias encontradas no son estadisticamente significativas,

Una retencion inferior a 100% se puede justificar en base a la solubilizacion, durante el
procesado, de ciertos componentes que pudieran encontrarse asociados al FAD, como
sustancias pécticas, proteinas y hemicelulosas. Esto permitiria hablar con mayor propiedad
de un residuo FAD mds estrictamente formado por celulosa y lignina en el caso de los
materiales procesados. Se puede indicar que la remolacha, que es la hortaliza que sufre

mayores pérdidas, es la que presenta un contenido superior de hemicelulosas.

El tratamiento puede afectar a la celulosa de manera que se altere la distribucién y proporcidn
de las regiones amorfas de la molécula y que éstas sean solubilizadas por el ataque detergente

acido.

Se comprueba que la variabilidad de comportamiento que experimenta la fraccion FAD por
la coccién es muy similar en todos los materiales, como se deduce de los coeficientes de
variacién calculados para las retenciones: zanahoria, CV=15,538%, remolacha,

CV=15,983%, y nabo, CV=17,430% (Tabla 75).

Al estudiar, en los trabajos publicados por diferentes autores, como se modifica el valor de
FAD por la coccidn a presion, se observa que, por un lado, son muy €scasos y, por otro, no
se detalla la forma en que se realizan los cdlculos lo que hace ain mds dificil la comparacion
y el estudio de los resultados. Este ditimo hecho se repite a lo largo de todas las metodologias
gue van a ser comparadas. Los resultados obtenidos estdin de acuerdo con los de diferentes

autores para estas mismas hortalizas (Herranz y col., 1981; Herranz y col., 1983).

b) Comparacién de los resultados obtenidos para FND
Los valores obtenidos en las hortalizas procesadas son mds bajos que los de las frescas,

excepto en el lote 1 de la remolacha y en los lotes 1 y 2 del nabo (Gréficos 29,30 y 31).
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De igual forma que en el caso de FAD, destaca la homogeneidad con que los diferentes lotes
de cada hortaliza responden a la aplicacion de los distintos tratamientos térmicos en funcion
de los bajos coeficientes de variacion, inferiores al 10%, salvo en el lote | de remolacha y

de zanahoria en los que se aprecia una mayor dispersién:

Cuadro n° 15. Coeficientes de variaciéon (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos I, II y III aplicados a cada lote.

ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)

Fresca Procesada | Fresca | Procesada | Fresca | Procesada
Lote 1 11,293 12,256 2,359 17,597 1,714 4,684
Lote 2 1,275 3,070 3,504 1,265 4,694 7,749
Lote 3 10,245 4,431 1,233 4,507 3,805 4,293

lestadistico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos LIT ¥ IIT de cada lote

Segilin las retenciones calculadas (Tabla 75), se observan pérdidas de esta fraccién en
remolacha (86,769 +15,561), y mds acusadas en zanahoria (76,380+3,447), mientras que el
nabo (101,332413,876) experimenta un ligero incremento. Unicamente en el caso de la

zanahoria el descenso es significativo (a= 0,05).

De nuevo se pueden justificar las retenciones inferiores al 100% en funcién de la
solubilizacién de sustancias pécticas y de otros posibles compuestos asociados a la fraccidn
END. Las muestras de zanahoria tienen contenido mds alto de sustancias pécticas, el mayor
porcentaje de proteinas en FND se observa en remolacha y, por el contrario, las muestras de
nabo presentan los valores mds bajos de sustancias pécticas y de proteinas residuales en FND.
La solubilizacién o pérdida de estos compuestos podria estar favorecida por el tratamiento
térmico aplicado, lo que explicaria, en parte, los descensos de FND mds acusados en

zanahoria y remolacha que en las muestras de nabo.

Asimismo, los posibles cambios experimentados por los polisacdridos celuldsicos y los no

celulosicos a lo largo del procesado podrian contribuir también a las variaciones observadas.
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La influencia del tratamiento sobre las distintas hortalizas, en funcién de la variacién de las
retenciones, es mds dispersa en remolacha (CV=31,064%) y nabo (CV= 23,718%) que en
zanahoria (CV=7816%).

c) Estudio de las cenizas residuales en FAD y en FND

El contenido de cenizas, junto con el de proteinas, en los residuos FAD y FND, expresados

en g/100 g de materia hiimeda, para cada hortaliza fresca y procesada figura en la tabla 45.a.

En los residuos FAD no se detectan cenizas en ninguna de las muestras analizadas ni en las

frescas ni en las procesadas.

En cuanto a las cenizas de los residuos FND en remolacha y en nabo existen diferencias
significativas (o= 0,05) entre fresco y procesado. El valor de cenizas que se obtiene es
inferior después del tratamiento. En el caso de la zanahoria no hay cenizas residuales ni en

el fresco ni en el procesado.

En estos residuos la presencia de cantidades diferentes de cenizas en procesado y en fresco
se puede interpretar en base a dos fenomenos:

- posible solubilizacién de elementos minerales durante el proceso de coccidn;

- posible alteracién de la estructura de los polisacdridos responsables de la retencién

de elementos minerales.

d) Estudio de las proteinas residuales en FAD y en FND

Los resultados correspondientes a las proteinas de los residuos detergentes FAD y FND

figuran en tabla 45a.
En el residuo FAD todos los valores de proteinas son mds elevados en el fresco que en el
procesado, excepto en el lote | de zanahoria y en el lote | de nabo. El andlisis de varianza

(o= 0,05) indica que estas diferencias no son significativas.

En el caso del FND, en la zanahoria las proteinas del fresco son mds elevadas que las del

369



procesado. En el nabo pricticamente no hay diferencias, excepto en el lote 1 en el que los
valores son mds elevados en el procesado que en el fresco. Los residuos FND de la
remolacha fresca retienen mds proteinas que los del procesado, excepto en ¢l lote 1. Segiin
se indicaba anteriormente, las diferencias son significativas (= 0,05) solo en el caso de la

zanahoria.

Como ya se ha comentado en el apartado correspondiente a la comparacion de métodos

analiticos, la proteina es un componente cuya presencia no cabe ser esperada en los residuos.

Valores mds elevados en el fresco que en el procesado indican la solubilizacidn durante el
tratamiento de coccidn, hecho que se comprueba ademads al estudiar el contenido de proteinas

en las hortalizas frescas y en las procesadas.

2.2.3.2. Método enzimatico-gravimétrico de Asp

Los valores de fibra insoluble (FI), fibra soluble (FS) y fibra total (FT) para el fresco y el
procesado, expresados en g/100 g de materia himeda, de cada una de las hortalizas estudiadas

se encuentran en las tablas 46, 47 y 48, y las retenciones en la 75.

Los valores de FI en el material fresco son superiores a los del procesado en el lote 2 de la
zanahoria, en el 2 y 3 de la remolacha, y en el 1 y 3 del nabo. En el caso de los lotes 1 y
3 de la zanahonia, del lote 1 de la remolacha y del lote 2 del nabo se producen incrementos

tras el procesado (Graficos 32,33 y 34).

Se aprecia que la influencia de los tratamientos térmicos (1,11 y TIT) sobre FI aplicados a cada
lote de las hortalizas estudiadas producen efectos similares, salvo en el lote 3 de la remolacha

en el que se observa una mayor heterogeneidad de comportamiento:



Cuadro n° 16. Coeficientes de variacion (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos I, II y III aplicados a cada lote.

ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CYV) NABO (CYVY)

Fresca Procesada | Fresca | Procesada | Fresca | Procesada
Lote 1 10,217 8,689 4,714 5,446 0,422 5,203
Lote 2 11,751 8,025 2,048 4,944 10,149 7,899

Lote 3 10,544 6,960 4,265 14,478 2,786 3,124

lestadfstico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos LIT y I de cada lote

La incidencia del tratamiento sobre la fibra insoluble {(FI} es mds acusada en remolacha, con
un valor de retencién de 86,790+17,108. En zanahoria y en nabo el procesado no origina
modificaciones importantes, como se observa por las siguientes retenciones: zanahoria,
05,517+7,949, y nabo, 97,293+6,277. El analisis de varianza (a= 0,05) indica que las

diferencias no son significativas en ningiin caso.

De los coeficientes de variacidn de las retenciones se deduce que la influencia de la coccién

es mds homogénea en nabo (CV=11,176%) y zanahoria (CV=14,414%) que en remolacha
(CV=34,143%).

En cuanto a la fibra soluble (FS) se observa que en todos los casos, en los tres lotes de las

tres hortalizas, el contenido del material procesado siempre es superior al del fresco (Graficos
32,33 y 34).

El comportamiento de los tratamientos térmicos sobre dicha fraccion en los tres lotes de cada
muestra es bastante homogéneo como se deduce de los coeficientes de variacidn calculados

para los datos de fresco y procesado:
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Cuadro n® 17. Coeficientes de variacion (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos I, II y III aplicados a cada lote.

ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)

Fresca Procesada Fresca Procesada | Fresca | Procesada
Lote 1 7,682 7,794 6,841 8,508 6,852 13,699
Lote 2 19,072 9,049 11,147 7,646 7,133 9,573

Lote 3 6,733 12,106 4,030 1,236 5,257 7,487

lestadistico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos LI y 11T de cada [ote

Las retenciones calculadas son superiores al 100%, asi: zanahoria, 162,027+28,972, nabo,
151,723+ 15,237, y remolacha, [29,307+17,724, lo que indica, en lineas generales, la
presencia de otros componentes aparte de los polisacdridos pécticos en el residuo.
Estadisticamente las diferencias encontradas no son significativas, para el nivel de

significacién fijado (¢ = 0,05), en zanahoria y remolacha pero si en el nabo.

La fraccion soluble de 1a fibra se comporta de forma distinta en cada hortaliza. Se observan
variaciones mayores de las retenciones en zanahoria (CV =30,972 %) que en remolacha (CV =
23,742%) y nabo (CV=17,395%).

Durante el proceso de coccidn ciertos componentes de la fibra insoluble pueden solubilizarse
y pasar a formar parte de la soluble. Si se estudia el porcentaje de FI y de FS en el valor
total de FT (Tabla 49) se observa claramente que hay una redistribucién de componentes
entre FI y FS en todas las muestras. Asi en el fresco la proporcion de FI es superior a la de

FS y en ¢l procesado sucede lo contrario.

a) Estudio de las cenizas residuales en FI y en FS

El tratamiento térmico en el seno de agua da lugar a que las cenizas residuales en FI sean
inferiores (Tabla 45b). Las diferencias entre fresco y procesado son significativas (o= 0,05)
en zanahoria y remolacha, pero no en el nabo. El descenso de las cenizas en los residuos de
los materiales procesados se puede justificar de la misma forma que en el caso de los métodos

detergentes: solubilizaciones durante el proceso de coccién y posible alteracién de la
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estructura de los polisacaridos.

Al estudiar los residuos FS, se aprecia que el contenido de cenizas experimenta aumentos en
zanahoria y nabo procesados, y se producen descensos en remolacha, sin que en ningin ¢aso

las diferencias sean significativas (o= 0,05).

b) Estudio de las proteinas residuales en FI
Las proteinas residuales en FI (Tabla 45b) son menores en zanahoria y nabo procesados,

mientras que en la remolacha son ligeramente superiores al fresco. Se observa que existen
diferencias estadisticamente significativas (o= 0,05) en el contenido de proteinas del residuo

FI en zanahoria y remolacha, sin embargo no las hay en el nabo.

Al comienzo del apartado 2.2 de la Discusion de Resultados, al indicar las pérdidas
experimentadas por las distintas hortalizas tras el proceso de coccion, se podia comprobar
claramente cdmo, precisamente, el nabo es la muestra que sufre menores pérdidas en la

fraccion proteica (11%) a diferencia de la zanahoria (43%) y de la remolacha (30%).

2,2.3.3, Método cromatogrifico (HPLC)

Se estudia el efecto del tratamiento de coccién a presion sobre los monosacdridos procedentes
de la hidrdlisis de la fibra alimentaria y los polisacaridos celuldsicos y no celuldsicos que

constituyen.

Los resultados referentes a cada uno de los monosacdridos, expresados en g/100 g de materia
himeda, figuran en las tablas 50, 51 y 52, para zanahoria, remolacha y nabo respectivamente.

En la tabla 53 se refleja el contenido total de monosacdridos para las tres hortalizas.
Al estudiar la suma total de monosacdridos en cada hortaliza se observan, segiin el lote ,

ligeros descensos o incrementos después del procesado sin que en ningun caso las diferencias

encontradas sean significativas (o= 0,05).
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Los coeficientes de variacidn calculados para los resultados de monosacaridos totales sefialan

la homogeneidad de los tratamientos en cada uno de los lotes de remolacha y nabo, siendo

mayor la variabilidad de los resultados en la zanahoria:

Cuadro n° 18. Coeficientes de variacién (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos I, II y II aplicados a cada lote,

ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)

Fresca Procesada Fresca Procesada | Fresca | Procesada
Lote 1 4,241 6,874 6,756 10,110 5,136 2,247
Lote 2 2,222 17,705 8,889 0,357 1,745 3,769
Lote 3 8,965 13,331 1,271 5,216 3,590 4,119

lestadistico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos LIT y III de cada lote

Si se considera el porcentaje que cada monosacdrido representa dentro del valor total (Tabla
54), se puede sefialar que en el caso de la zanahoria procesada hay un descenso en glucosa,
xilosa y manosa, sin embargo, celobiosa, galactosa/ramnosa y arabinosa aumentan. En la
remolacha las proporciones aumentan respecto a celobiosa, xilosa y manosa y hay un
descenso de glucosa, galactosa/ramnosa y arabinosa. En el nabo se producen incrementos en

celobiosa, glucosa y manosa, y descienden los demds.

El cédlculo del pardmetro retencion para estos azicares procedentes de la fibra alimentaria
(Tabla 76) refleja que en la zanahoria las variaciones mds importantes se producen en
(140,987114,891), (119,8404+19,423), manosa
(81,202+15,453) y xilosa (83,667+20,075), y las menores en glucosa (94,983 +18,236) y

arabinosa galactosa/ramnosa
celobiosa (110,441+25,623). En la remolacha las mayores modificaciones se refieren a
(140,927+6,589) vy (131,903 +9,616), xilosa
(124,957+30,773) y glucosa (121,077430,658), y de menos importancia en galactosa/
ramnosa (110,380+17,731) y arabinosa (106,232+14,191). En el nabo, celobiosa, glucosa
y xilosa presentan retenciones similares (115,813+12,638, 119,553+11,484, 110,997

manosa celobiosa

seguidas de

+11,029), superiores al 100%, de la misma forma que en galactosa/ramnosa, arabinosa y

manosa (93,033411,476, 90,009+2,149, 89,933+ 19,648) son inferiores a dicho 100%.
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La redistribucion de celobiosa y glucosa en la celulosa de zanahoria y remolacha puede ser
debida a que son muestras en las que no existe una diferencia tan importante como la
observada en €l nabo, en lo que se refiere a la proporcién en la que estin presentes los
polisacdridos celuldsicos y los no celuldsicos, por lo que pequefias modificaciones pueden
tener gran trascendencia. En el nabo predominan los polisacdridos celuldsicos, mientras que

en zanahoria y remolacha hay mayor igualdad.

Al estudiar el porcentaje de cada monosacdrido en el total de polisacdridos no celuldsicos
(Tabla 59) cabe sefnalar un descenso de xilosa y de manosa y un aumento de
galactosa/ramnosa y arabinosa en la zanahoria procesada respecto a la fresca, y que en la
remolacha hay un aumento de xilosa y de manosa frente a descensos de galactosa/ramnosa

y arabinosa. En el nabo solo aumenta la xilosa, los demds monosacdridos disminuyen.

El valor medio de las retenciones de los monosacdridos neutros totales indica valores
superiores al 100% en las tres hortalizas (zanahoria: 107,293+ 14,834; remolacha:
114,152+ 18,767, nabo:109,553+7,868). En la =zanahoria el aumento es debido,
fundamentalmente, a la contribucién de arabinosa y de galactosa/ramnosa, en remolacha a la

prdctica totalidad de los monosacdridos y en nabo a celobiosa, glucosa y xilosa.

Las retenciones superiores al 100% podrian ser indicativas de una mayor eficacia de la
hidrélisis dcida en los materiales procesados que en los frescos. El procesado daria origen a
una disposicién estructural que permitirfa una mayor eficacia del ataque 4cido o bien

facilitaria la accién hidrolitica al disolverse ciertos componentes.

2.2.3.4. Método espectrofotométrico para sustancias pécticas: 3,5-dimetilfenol
Los valores correspondientes a las sustancias pécticas, expresados en gramos de dcido

galacturénico por 100 gramos de materia hiimeda, figuran en las tablas 60, 61 y 62, para

cada una de las hortalizas. Las retenciones se muestran en la tabla 75.
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El estudio estadistico revela que esta fraccién presenta una mayor modificacién que las que
se han estudiado hasta el momento, dado que las diferencias son significativas en zanahoria
y nabo, aunque no se detectan en el caso de la remolacha para el nivel de significacion
establecido (a= 0,05). Los resultados obtenidos son siempre inferiores en los procesados que
en los frescos (Grdficos 39, 38 y 40).

La zanahoria es la muestra que presenta mayor regularidad en el descenso del contenido de
sustancias pécticas, como lo demuestran los coeficientes de variacion de los resultados
siempre inferiores al 10%. En el nabo el procesado del lote 1 tienen una variacién
ligeramente superior, asi como los lotes 2 y 3 de la remolacha. El efecto del tratamiento da
lugar a modificaciones muy semejantes en las hortalizas estudiadas, destacando el caso de la

zanahoria.

Cuadro n° 19, Coeficientes de variacién (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos I, II y III aplicados a cada lote.

ZANAHORIA (CV) | REMOLACHA (CV) NABO (CV)

Fresca | Procesada | Fresca Procesada | Fresca | Procesada
Lote 1 4,554 3,519 7,280 6,493 4,044 11,80
Lote 2 7,582 3,292 0,626 11,165 3,154 5,89

Lote 3 7,815 10,201 8,133 15,219 4,912 7,32

lestadistico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos LIT y II1 de cada lote

El descenso en el contenido en sustancias pécticas es muy similar en todas las muestras, como
puede observarse por las retenciones calculadas: zanahoria= 76,411+7,857; remolacha=

77,297+7,560; nabo= 73,777+3,581. Como se ha indicado anteriormente las diferencias

son significativas solo para zanahoria y nabo. El comportamiento de las muestras es muy
uniforme en ¢l nabo (CV= 8,406%) y mds disperso en remolacha (CV=: 16,941%) y en
zanahoria (CV= 17,810%).

La coccién se acompaiia normalmente de un ablandamiento de los tejidos y de cambios en la

textura. Esto sucede como consecuencia de la extraccidn de calcio de la regidn de la ldmina
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media por medio de agentes quelantes adecuados, ej. citrato, y también debido al proceso
degradativo de $-eliminacién de pectinas. Se ha comprobado la degradacién de las pectinas
de manzana por 8-eliminacién durante el calentamiento con tampon fosfato a pH = 7, y estas
condiciones son semejantes a las que ocurren en los vegetales durante la coccién (Waldron
y Selvendran, 1990).

Para comprobar la presencia de dcido galacturdnico en los liquidos de coccion se ha llevado
a cabo el método espectrofotométrico en dichos liquidos, obteniéndose valores se
corresponden con los porcentajes de pérdidas observados a partir de las retenciones, por tanto

se puede afirmar que el fenémeno que tiene lugar es fundamentaimente una solubilizacién.

El método espectrofotométrico del 3,5-dimetilfenol (Scott, 1979) y el enzimdtico-gravimétrico
de Asp para la fraccién soluble de la fibra (Asp y col., 1983), determinan en teoria los
mismos componentes: sustancias pécticas. El primero de ellos cuantifica especificamente el
dcido galacturdnico procedente de la hidrdlisis de las pectinas y el segundo determina de una
forma mucho mds grosera, por medio de precipitacion y gravimetria, los mismos compuestos.
El comportamiento de la fraccion soluble frente al procesado es muy distinto segin la
metodologia aplicada para su determinacién. La fibra soluble (FS) experimenta aumentos en
las hortalizas procesadas mientras que las sustancias pécticas (SP) sufren pérdidas. La
diferencia de comportamiento observada se debe al distinto fundamento de los métodos
analiticos empleados e indica la presencia de otros compuestos, ademas de las sustancias

pécticas, en FS.

2.2.3.5. Comparacion de los valores de fibra alimentaria total
Se pueden sumar los resultados de sustancias pécticas (SP) a los de FND, FI y polisacdridos

celuldsicos y no celuldsicos para obtener valores de fibra total. Del mismo modo el conjunto

de FI y de FS representa también un dato de fibra alimentaria total.

378



a) END +SP
Los valores correspondientes a cada hortaliza, expresados en g/100 g de materia hiimeda,

figuran en la tablas 66, 67 y 68, y las retenciones en la 78.

Los resultados obtenidos en las hortalizas procesadas son inferiores a los de las frescas,

excepto en el lote 1 de la remolacha y en el 2 del nabo.

En el siguiente cuadro se pueden apreciar los porcentajes que representan FND y SP dentro
del valor de fibra total. Ninguno de los dos componentes modifica su contribucién a la fibra

debido al tratamiento.

Cuadro n° 20. Porcentaje de FND y SP en FND + SP.

FND SP
Fresco Procesado Fresco Procesado
Zanahoria 80,081 79,682 19,919 19,974
Remolacha 86,451 87,708 13,587 12,330
Nabo 84,810 88,215 15,239 11,765

FND = Fibra Neutro Detergente; SP = Sustancias pécticas

Al considerar la fibra de esta manera, se observa que en el procesado se producen pérdidas
semejantes a las de FND porque este valor es €l que mds contribuye al de fibra total. En la
zanahoria la retencidn es de 76,362 +4,308, en la remolacha de 85,363+ 14,202 y en el nabo
96,907+12,031. En las tres hortalizas se aprecia alguna modificacion y de forma mds

acusada en la zanahoria.

El estudio estadistico indica que remolacha y nabo no han sufrido modificaciones cuantitativas

significativas (a«= 0,05), pero si la zanahoria en la que existen diferencias tanto en FND

como en SP.

b) FI+SP

Seglin los datos que figuran en las tablas 66, 67 y 68 se puede apreciar que el valor de
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FI4SP es inferior en las hortalizas procesadas que en las frescas, excepto en el lote 1 de la
remolacha y en el lote 2 del nabo. No existen diferencias significativas (o= 0,05) en ninguno
de los casos. Aunque si hay diferencias respecto a sustancias pécticas, el valor mucho mds

elevado de FI hace que la fibra total no difiera.

Los tantos por ciento de FI y de SP en el valor total se resumen a continuacion:

Cuadro n° 21. Porcentaje de FI y SP en FI + SP.

FI SP
Fresco Procesado Fresco Procesado
Zanahoria 71,846 76,229 28,154 23,955
Remolacha 86,986 78,291 13,014 11,809
Nabo 82,514 85,782 17,486 13,886

FI = Fibra Insoluble (método de Asp); SP = Sustancias pécticas

La proporcién en que se encuentran FI y SP en el resultado total sélo presenta ligeras
variaciones en zanahoria y nabo, donde el material procesado presenta un mayor porcentaje

de FI en la suma total, hecho 16gico si se tiene en cuenta ¢l descenso experimentado por las

sustancias pécticas.

En la remolacha el tratamiento da lugar a modificaciones cuantitativas del mismo orden que
en el caso de FND+SP para cuantificar la fibra total como indica la retencién calculada
(84,4374-15,668). En el nabo la incidencia es mayor en este caso (93,093+5,473) y en la
zanahoria menor (89,73144,936) (Tabla 78).

¢) FI+FS
Esta fraccién no sufre modificaciones como consecuencia del tratamiento como se deduce del

andlisis de varianza aplicado (o= 0,05). Los resultados figuran en las tablas 66, 67, 68 y 78.

A pesar de no existir diferencias significativas si se estudia la proporcion de FI y de FS en

el valor FT se observa claramente que hay una redistribucidn de componentes en todas las
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muestras. Asi, en ¢l procesado la proporcion de FI disminuye y Ia de FS aumenta, como se

indica en el siguiente cuadro:

Cuadro n° 22, Porcentaje de FI y FS en FT.

FI FS
Fresco Procesado Fresco Procesado
Zanahoria 61,815 50,946 38,185 48,500
Remolacha 71,944 62,679 28,056 37,067
Nabo 71,379 61,838 28,621 37,904

FI = Fibra Insoluble (inétodo de Asp); FS = Fibra Soluble (nétodo de Asp)

Este hecho se puede justificar, por un lado por el aumento que experimenta FS y que hace
que FI disminuya proporcionalmente, y por otro por la posible redistribucion de componentes

entre FI y FS.

Al comparar el comportamiento de las tres hortalizas se aprecia que zanahoria y nabo
experimentan una ganancia a la que contribuyen fundamentalmente los valores de FS del
procesado, como se vié en el apartado correspondiente. Las retenciones calculadas son para
zanahoria, 115,48+7,353, y para el nabo, 112,298+-8,181. En el caso de la remolacha la

fraccion FT es menos sensible que las dos anteriores, siendo 1a retencién de 98,617+17,664.

d) NSP
Los resultados correspondientes a esta fraccién, que se obtienen por la suma de polisacéridos
celulésicos, polisacdridos no celuldsicos y sustancias pécticas, expresados en g/100 g de

materia himeda, figuran en las tablas 63, 64 y 65, y las retenciones en la 78.

I.a comparacion entre fresco y procesado revela que no existen diferencias significativas (o=
0,05) entre ellos. Sin embargo, cada muestra presenta un comportamiento peculiar en relacion
a lo observado en los casos anteriores. En el nabo el comportamiento es semejante al
observado para FI+FS, con una retencién de 101,823 +6,467, mientras que en la zanahoria

la tendencia a experimentar pérdida es similar a la de FND+SP y FI+FS, siendo la retencion
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de 94,4524+9,687. Sin embargo, la remolacha en esta fraccién tiene un comportamiento
diferente a los otros tres casos (FND+SP, FI+SP y FI+FS), presentando retenciones
superiores al 100% (106,743 +16,455).

Todos los procedimientos para evaluar la fibra alimentaria total reflejan gran homogeneidad
en la respuesta al tratamiento térmico. Tanto para FND+SP, como para FI+SP, FI+FS y
NSP se observan valores de coeficientes de variacién comprendidos dentro de unos limites
aceptables. Solamente el procesado del lote 1 de la remolacha para FND+SP, y en el

procesado del lote 3 para FI+SP se observa una mayor heterogeneidad.

Cuadro n° 23, Coeficientes de variacion (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos I, IT y III aplicados a cada lote.

FND+SP | ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CYV) NABO (CV)

Fresca Procesada Fresca Procesada | Fresca | Procesada

Lote 1 9,396 10,059 1,933 15,984 1,130 5,091
Lote 2 2,386 1,767 2,984 1,790 3,676 6,999

Lote 3 6,826 4,290 1,304 5,428 3,626 3,457

'estadistico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos LI y TIT de cada lote

Cuadro n° 24. Coeficientes de variacion (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos I, II y III aplicades a cada lote.

FI+SP ZANAHORIA (CVY) REMOLACHA (CV) NABO (CV)

Fresca Procesada Fresca Procesada | Fresca | Procesada
Lote 1 6,440 7,046 5,031 5,484 0,931 4,927
Lote 2 6,856 5,071 1,821 3,283 8,211 7,362

Lote 3 9,549 5,032 3,191 13,825 1,575 1,832

lestadistico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos LI y TII de cada lote
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Cuadro n? 25. Coeficientes de variacion (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos I, II y III aplicados a cada lote.

FI+FS ZANAHORIA (CV) | REMOLACHA (CV) NABO (CV)
Fresca | Procesada | Fresca | Procesada | Fresca | Procesada
Lote 1 7,194 7,591 2,580 4,945 1,957 8,316
Lote 2 4,188 0,903 4,218 5,212 6,197 8,526
Lote 3 4,754 7,898 2,354 9,142 1,133 2,646

lestadistico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos I,II y III de cada lote

Cuadro n® 26. Coeficientes de variacion (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos I, II y III aplicados a cada lote.

NSP ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)
Fresca Procesada Fresca Procesada | Fresca | Procesada
Lote 1 3,486 3,094 6,158 8,738 4,279 3,498
Lote 2 2,504 10,636 6,988 2,988 2,021 2,841
Lote 3 6,000 12,102 2,543 2,693 2,525 5,700

lestadistico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos LIT y IIT de cada lote

2.2.4. Estudio del contenido en aziicares solubles en las hortalizas frescas y procesadas

2.2.4.1. Método cromatogrifico (HPLC)

El contenido en azicares solubles (fructosa, glucosa y sacarosa) de cada una de las hortalizas
figuran en las tablas 69, 70 y 71. Al estudiar los resultados de las muestras procesadas se
observan descensos respecto a las frescas en todos fos casos. El andlisis estadistico de los
mismos indica que no todos los azicares se comportan de igual forma durante el tratamiento
térmico. Se observan variaciones significativas (a= 0,05) en fructosa, glucosa y sacarosa en

la zanahoria, y también en la sacarosa en el caso del nabo.



Los coeficientes de variacion calculados para los resultados de cada lote indican gran

homogeneidad en todos ellos.

Cuadro n® 27, Coeficientes de variacién (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos 1, TI y III aplicados a cada lote.

ZANAHORIA (CYV) REMOLACHA (CV) NABO (CV)

Fresca Procesada Fresca Procesada | Fresca | Procesada
Lote 1 6,033 3,807 5,679 2,259 1,084 10,557
Lote 2 4,153 7,649 5,287 2,699 0,627 3,031
Lote 3 3,094 5,813 5,442 4,464 3,756 7,664

lestadistico obtenido a partir de los resultados de los tratamientos LIT y 1T de cada lote

En cuanto a las retenciones (Tabla 80), la fructosa presenta un valor semejante en las tres
hortalizas: zanahoria, 60,433+8,117, remolacha, 63,663 +6,183, y nabo, 63,313 +6,988. La
glucosa tiene un comportamiento semejante en zanahoria y remolacha (57,529+5,145 y
57,317+ 11,060), mientra que el nabo tiene una retencién superior (69,387+7,459). La
sacarosa es el azlicar que tiene un comportamiento mds peculiar dentro de cada hortaliza. Asi,
el mayor descenso lo experimenta el nabo (46,31249,134), a continuacidén la zanahoria

(58,383+3,933) y por dltimo la remolacha (66,2474 10,540).

Los coeficientes de variacion de las retenciones indican una escasa dispersién de los

resultados en las tres hortalizas, sobre todo en la zanahoria.

En todos los casos se producen sclubilizaciones en el agua de coccidn, detectidndose en los

liquidos proporciones de azicares semejantes a las pérdidas que experimentan las muestras.

El descenso de los azicares solubles en las hortalizas procesadas es de distinta magnitud
segin el aziicar de que se trate y estd influido, ademds de por la cantidad inicial en el
material fresco, por 1a hortaliza de que se trate. Asi, por ejemplo, la sacarosa presenta igual
valor de retencidn en zanahoria, remolacha y nabo, aunque en la remolacha se encuentra en

minimas proporciones.
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2.2.4.2. Método espectrofotométrico del ferricianuro potasico

Los resultados obtenidos en las hortalizas frescas y procesadas figuran en las tablas 72, 73

y 74 para cada hortaliza. Las retenciones se muestran en la tabia 79.

Los azicares solubles son sensibles al tratamiento térmico en medio acuoso, obteniéndose
diferencias estadfsticamente significativas (a¢= 0,05) entre los contenidos de las muestras

antes y después de procesarlas.

Se observa también que no hay variabilidad entre los diferentes lotes de una misma muestra

en ningun caso.

Cuadro n° 28. Coeficientes de variacién (%) obtenidos a partir de los resultados
de los tratamientos I, Il y 1II aplicados a cada lote.

ZANAHORIA (CV) REMOLACHA (CYV) NABO (CV)

Fresca Procesada Fresca Procesada | Fresca | Procesada
Lote 1 2,144 3,958 3,054 6,262 2,472 11,522
Lote 2 (3,675 2,188 3,367 3,550 2,663 7,965

Lote 3 0,584 1,257 1,890 24,307 7,899 14,745

La coccidn da lugar a pérdidas semejantes en las tres muestras, como se deduce de los
valores de las retenciones calculadas: zanahoria, 62,173+5,305, remolacha, 68,393+13,258,
y nabo, 66,27114,210, La variacién de las retenciones calculadas es muy baja en todas las

muestras.

Para comprobar la presencia de monosacdridos en los liquidos de coccidn, se realiza la
colorimetria del ferricianuro potdsico en una parte alicuota de dichos liquidos obteniéndose
resultados semejantes a las pérdidas experimentadas. La presencia de aztcares solubles en los
liquidos indica, igual que en el caso de las sustancias pécticas, solubilizaciones durante el

procesado.
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2.2.4.3. Estudio de la distribucion de aziicares solubles y monosaciridos que forman la

fibra alimentaria.

En los gréficos 39, 40 y 41 se aprecia la distribucién de los monosacdridos que integran la
fibra alimentaria y de los azicares solubles considerando la suma total de estos dos grupos

de azucares.

Los aziicares correspondientes a la fibra alimentaria presentan porcentajes semejantes en
fresco y procesado: zanahoria (fresco = 16,451, procesado = 19,089); remolacha (fresco =

16,236, procesado = 18,636); nabo (fresco = 32,085, procesado = 35,006).

Sin embargo en los azicares solubles se aprecia un descenso en el porcentaje de participacion
en los materiales procesados respecto a los frescos: zanahoria (fresco = 83,548, procesado
= 56,495); remolacha (fresco = 83,764, procesado = 53,829); nabo (fresco = 67,915,
procesado = 44,369). Este descenso se justifica en virtud de la pérdida de azicares solubles
experimentada durante la coccién que ha sido de 24,416% en zanahoria; 27,535% en

remolacha y 20,625% en nabo.
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2.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR MICROSCOPIA
OPTICA

El procesado térmico de productos vegetales origina, como efecto mas importante, cambios
en la textura de los mismos. Dichas modificaciones de la textura estdn relacionadas con la

organizacion estructural y composicion quimica de la pared celular.

Se ha estudiado por microscopia Optica diferentes zonas de las raices antes y después del
procesado para observar el aspecto de la pared celular y detectar posibles cambios
estructurales, asi como confirmar la presencia de los constituyentes de la fibra alimentaria.

hortalizas.

2.3.1. Generalidades

Las tres especies estudiadas son raices de almacenamiento. Como tales raices presentan en
su anatomia una fuerte asociacidn entre las células de reserva (parénquima) y las células de

los tejidos conductores, que es resultado del crecimiento secundario que sufren.

En la zanahoria se produce un excesivo desarrollo del parénquima (Fotografia n® 1) que
determina que el drgano se haga carnoso. En la remolacha, como en el resto de las
Chenopodiaceae, al activarse diferentes tejidos cambiales se van formando numerosas capas
de tejido secundario, los haces vasculares se disponen dispersos en circulos concéntricos
intercalados por una gran cantidad de parénquima (Fotografia n® 2). En el nabo se puede
apreciar el crecimiento que suele ser tipico de otras Brassicaceae: el parénquima crece, en
él posteriormente se activa el cambium que a su vez originard nuevo parénquima junto con

el tejido conductor secundario (Fotografia n? 3).
En el estudio al microscopio dptico, el aspecto de las células del material procesado es

distinto al de las células del material fresco (Fotografias n® 4, 5, 6, 7, 8 y 9). Este diferente

aspecto podria deberse a un incremento de la humedad en las células de las muestras
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procesadas, incremento que ha sido comprobado en el andlisis quimico de zanahoria,
remolacha y nabo. Pero también otras variaciones que se producen en el contenido celular

pueden estar relacionadas, por e¢jemplo:

-La modificacién que el almidén sufre durante el procesado, que se puede observar
por diferencias obtenidas en el tratamiento de las muestras con la solucién de lugol, reactivo

de identificacién del almidén.

-La pérdida de solidos solubles que, de acuerdo con el andlisis quimico, se produce
durante el procesado también podria afectar a la distinta apariencia presentada por las células

al microscopio.

-En la remolacha se produce una salida de antocianos desde las vacuolas (Fotografia
n® 2), que ademds de afectar al color de la preparacién puede influir en la apariencia de las

células que se observan.

-En la zanahoria se detectan también ciertos cambios en la presencia de los

cromoplastos que contienen los carotenoides tipicos de esta raiz (Fotografia n® 5).
Por ultimo se pueden sefialar las alteraciones en la estructura que segin Waldron y
Selvendran (1990) se producen en los pectatos cdlcicos de la pared celular durante el

cocinado, que podrian contribuir a la observacién de una superficie celular con apariencia

distinta.

2.3.2. Celulosa vy hemicelulosas

Las celulosas son uno de los principales polisacdridos de la pared celular primaria y también

se presentan en la pared secundaria. En ésta el componente mayoritario es la celulosa.

En el reconocimiento de la celulosa y las hemicelulosas se ha utilizado la reaccion del cloruro
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de zinc yodado. Este reactivo identifica a celulosa y hemicelulosas originando un color azul
(Jensen, 1962). En ocasiones este color azul se observa algo diferente en el material fresco
que, en el procesado (mds violeta-rojizo) (Fotografias n® 10, 11, 12 y 13). La diferencia de
tonalidad podria deberse a una posible alteracidn de la estructura molecular, sobre todo de
las hemicelulosas, como consecuencia del proceso térmico al que se somete el material, de
forma similar a lo que la bibliografia indica que ocurre en la reaccién del almidén con la
solucién de yodo-yoduro potdsico que da tono de color diferente segin la proporcién de

dextrinas que se presenten (Jensen 1962; Johansen, 1940).

2.3.3. Sustancias pécticas

En la célula vegetal, las sustancias pécticas suelen encontrarse en forma de pectatos, como
componentes mayoritarios de la ldmina media de la pared celular. Uno de sus reactivos de

identificacién mds utilizados en microscopia Optica es el rojo de rutenio.

El estudio microscdpico utilizando la reaccion de rojo de rutenio, no revela diferencias
significativas en el contenido de pectatos de la lamina media entre el material fresco y el
procesado. Esta observacion puede generalizarse para la totalidad de la estructura radicular
(corteza y cilindro vascular) en zanahoria (Fotografias n® 14 y 15), remolacha (Fotografias
n? 16 y 17) y nabo (Fotograffa n® 18 y 19).

2.3.4. Lignina

En la estructura de las raices estudiadas las células lignificadas se limitan a los vasos del
xilema (Selvendran, 1992). En el estado de madurez en que zanahoria, remolacha y nabo son
aptos para el consumo, el xilema estd relativamente poco desarrollado, lo que hace que la
contribucién del contenido de lignina en el contenido total de fibra no sea muy significativo

comparado, por ejemplo, con el de pectinas o el de celulosa.
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El estudio de los tejidos lignificados se ha realizado mediante la reaccién de la floroglucina
clorhidrica que tifie Ias células lignificadas de color rojo-rosa (Fotograffas n® 20 y 21) y el
método de la doble tincidén que utiliza ¢l verde yodo como reactivo especifico de la lignina
(Fotografia n® 22). En ambos casos no se observan diferencias en la presencia de lignina
entre el material fresco y el procesado lo que induce a pensar que las condiciones de este tipo
de procesado no son suficientes para alterar la estructura de la lignina situada en las paredes

de los vasos del xilema.
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RAICES DE ALMACENAMIENTO. CRECIMIENTO SECUNDARIO ANOMALO

Fotografia n®2.- Remolacha: disposicidn concéntrica de los haces conductores dispersos
formados a partir del cambium supernumerario.



RAICES DE ALMACENAMIENTO. CRECIMIENTO SECUNDARIO ANOMALO

Fotografia n”3.- Nabo: zona de crecimiento secundario; tejido conductor (xilema) y parénquima.
Las células presentan la ldmina media tefiida por la reaccién de rojo de rutenio con los pectatos
(500 X).



CELULAS DE LA RAIZ DE ZANAHORIA

Material sin fijar montado en agua destilada (500 X)
Parénquima cortical préximo al cilindro vascular.

Fotografia n®S.- Zanahoria procesada.



CELULAS DE LA RAIZ DE REMOLACHA

Material sin fijar montado en agua destilada (500 X)
Parénquima cortical externo

Fotografia n"6.- Remolacha fresca: algunas células con antocianos en sus vacuolas.

Fotografia n"7.- Remolacha procesada: se observa el cambio de coloracidn por la salida de
antocianos de las células.




CELULAS DE LA RAIZ DE NABO

Material sin fijar montado en agua destilada (500 X)

Fotografia n"8.- Nabo fresco.

Fotografia n®9.- Nabo procesado.



IDENTIFICACION DE CELULOSA Y HEMICELULOSAS EN LA RAIZ DE ZANAHORIA

Material incluido en parafina y seccionado con microlomo rotatorio tipo Minot

Fotografia n®11.- Zanahoria procesada tratada con Cl,Zn (500 X).



IDENTIFICACION DE CELULOSA Y HEMICELULOSAS EN LA RAIZ DE NABO

Material incluido en parafina y seccionado con microtomo rotatorio tipo Minot

Fotografia n®13.- Nabo procesado (500 X).



IDENTIFICACION DE SUSTANCIAS PECTICAS EN LA RAIZ DE ZANAHORIA

Materal sin fijar seccionado con microlomo de mesa

Fotografia n®14.- Zanahoria fresca tratada con rojo de rutenio (500 X)

Fotografia n®15.- Zanahoria procesada tratada con rojo de rutenio (500 X)




IDENTIFICACION DE SUSTANCIAS PECTICAS EN LA RAIZ DE REMOLACHA

Material sin fijar seccionado con microtomo de mesa

Fotografia n®16.- Remolacha fresca tratada con rojo de rutenio (500 X).

Fotografia n®17.- Remolacha procesada tratada con rojo de rutenio (500 X)




IDENTIFICACION DE SUSTANCIAS PECTICAS EN LA RAIZ DE NABO

Material sin fijar seccionado con microtomo de mesa

Fotografia n®19.- Nabo procesado tratado con rojo de rutenio (500 X).



IDENTIFICACION DE LIGNINA

Material incluido en parafina y seccionado con un microtomo rotatorio tipo Minot

Fotografia n®20.- Zanahoria fresca tratada con floroglucina clorhidrica (500 X)

Fotografia n®21.- Zanahoria procesada tratada con floroglucina clorhidrica (500 X)




IDENTIFICACION DE LIGNINA

Material incluido en parafina y seccionado con un microtomo rotatorio tipo Minot

Fotografia n"22.- Zanahoria procesada tratada con verde-yodo. Seccidn longitudinal de los vasos
(300 X).



IV CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

Del estudio realizado y de los resultados obtenidos en el mismo, se pueden deducir las

siguientes conclusiones respecto a:

I.- Métodos analiticos empleados:

1) Los métodos gravimétricos (quimicos y enzimaticos), precisos, sencillos y econdmicos,
requieren, segin su fundamento,correcciones relativas a las cenizas y proteinas que pueden
contaminar ¢l residuo de fibra. Los resultados experimentales confirman la presencia de estos
compuestos mayoritariamente en los residuos procedentes del método enzimadtico. La mayor
0 menor presencia de otros compuestos distintos a los polisacdridos no almidén estd

directamente relacionada con el alimento que se analiza.

2) Los métodos cromatogréficos, Cromatografia Liquida de Alta Eficacia y Cromatografia
de Gases, proporcionan mds informacion que los métodos gravimétricos acerca de los
monomeros que constituyen la fibra alimentaria, aunque requieren mads tiempo y equipo
instrumental especifico. Se obtiene una buena recuperacion y separacion de los
monosacdridos, y en el caso de la cromatografia liquida, se propone, por los resultados
obtenidos, el empleo de una resina de intercambio anidnico para la neutralizacién del
hidrolizado y una columna con un relleno de resina en forma idnica para la separacion de los

azucares neutros.

3) De los métodos cromatograficos empleados, la cromatografia liquida de alta eficacia ofrece
mayor informacién que la cromatografia gaseosa sobre los posibles oligosacdridos presentes
(celobiosa, celotriosa), pero en este (iltimo caso la resolucién de los monosacdridos es mejor

al conseguir separar galactosa y ramnosa.

4) La determinacidén de polisacdridos pécticos requiere mds estudios para llegar a conseguir
una metodologia mds adecuada. La cuantificacién por el método de Asp da lugar a errores

por exceso al incluir en la fraccion soluble otros compuestos distintos de las sustancias
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pécticas y en el caso de los métodos espectrofotométricos, como el de Scott, solo se valora
el dcido galacturénico y no los constituyentes monosacaridos de las mismas. El idltimo
método, utilizado en este trabajo, es el mds adecuado dentro de los espectrofotométricos por

no presentar interferencias con hexosas y pentosas.

5) Del estudio realizado sobre distintos métodos para la determinacidén de fibra alimentaria
se deduce que se deben utilizar en funcién de los objetivos que se pretendan y del tipo de
alimento que se vaya a analizar. Los métodos gravimétricos son ttiles en andlisis de rutina
y los cromatograficos para caracterizar los distintos componentes de la fibra.
Independientemente del método elegido, es necesario especificarlo en orden a una utilizacion
mas correcta de los resultados obtenidos y a su posible comparacidn, si bien es deseable

establecer un método aceptado por todos los investigadores de forma undnime,

6) Respecto a la determinacidn de la fraccion de azicares solubles se puede indicar que los
métodos cromatogrdficos proporcionan mds informacion que los espectrofotométricos acerca
de los distintos mondémeros; sin embargo, de cara a una cuantificacién global, los resultados
que se obtienen son similares en ambos métodos: cromatografico y espectrofotométrico;

ambos presentan una exactitud y precision optimas.

II.- Caracterizacion _de la fibra alimentaria v aziicares solubles de las hortalizas

estudiadas:

7} De las hortalizas estudiadas, la remolacha presenta el mdximo contenido de fibra
alimentaria, expresada como FT= 3,35g/100 g m.h. o como NSP= 1,63g/100 g m.h.. De
los resultados obtenidos se puede deducir una presencia importante de hemicelulosas,
calculadas por la diferencia entre FND y FAD. Este hecho coincide con la mayor presencia
de polisacdridos no celulésicos (0,71g/100 g m.h.} respecto a los celuldsicos( 0,56g/100
m.h.), determinados por cromatografia liquida de alta eficacia, y el bajo contenido en &cido

galacturénico (0,40g/100 g m.h.).
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8) La zanahoria destaca por proporcionar el minimo aporte de fibra (FT= 2,03g/100 g m.h.;
NSP= 1,37g/100 g m.h.), asi como por contener la mdxima cantidad de sustancias pécticas
(SP= 0,55g 4cido galacturdnico/100 g m.h.), hecho que coincide con la presencia de una
concentracién alta de galactosa y ramnosa,constituyentes importantes de las sustancias
pécticas, entre los monosacdridos procedentes de la fibra. Dentro de los polisacdridos no
almidon destaca la semejanza entre los celuldsicos (0,44g/100 g m.h.) y los no celuldsicos

(0,44g/100 g m.h.).

9) El nabo ofrece un contenido de fibra alimentaria (FT= 2,02g/100 g m.h.; NSP=
1,46g/100 g m.h.) semejante a la zanahoria e inferior a la remolacha. Al analizar cromatogra-
ficamente los monosacdridos que se obtienen por hidrdlisis de la fibra se observa que la
glucosa es el aziicar mayoritario, con mucha diferencia respecto a los demds, 1o que coincide
con una mayor presencia de polisacdridos celuldsicos (0,71g/100 g m.h.) respecto a los no

celulésicos (0,44g/100 g m.h.).

10} De las hortalizas estudiadas, la remolacha, igual que ocurre con la fibra alimentaria, es
la que presenta un contenido mds alto de azicares solubles (7,30g/100 g m.h.), a diferencia
de la zanahoria (2,97g/100 g m.h.) y del nabo (2,72g/100 g m.h.). En la remolacha, la
sacarosa es el aziicar predominante seguido de glucosa y de fructosa. En la zanahoria también
predomina el disacdrido, pero glucosa y fructosa estd mds equilibradas. Destaca el caso del
nabo por contener una proporciéon muy elevada de glucosa, a continuacidn fructosa y la
sacarosa en cantidad muy pequefia. La proporcion de cada azicar, en el total de esta fraccion

es, caracteristica de cada tipo de hortaliza.
11) El estudio por microscopfa dptica confirma la presencia, en la pared celular de las

hortalizas estudiadas, de los componentes principales de la fibra alimentaria: celulosa,

hemicelulosas y sustancias pécticas.
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IIL.-_Efecto de la_coccién _en la fibra alimentaria y azicares solubles de las hortalizas

estudiadas:

12) A la hora de comparar los resultados obtenidos en las hortalizas frescas y en las
procesadas es necesario tener en cuenta, no sélo la diferencia de humedad entre ellas, sino
también, y principalmente, la pérdida de sdlidos por solubilizacion en el agua de coccidon que
da lugar a aparentes aumentos en los procesados, que se deben unicamente a incrementos
proporcionales a la pérdida de sélidos. Se propone la aplicacién de un factor de correccion

a los resultados procedentes de las muestras procesadas.

13) La fibra dcido detergente experimenta pérdidas no significativas en el procesado. Se
podria hablar de un residuo mads estrictamente formado por celulosa y lignina después del
tratamiento térmico al solubilizarse en el agua de coccidén compuestos, como hemicelulosas

y proteinas, que contaminan la FAD.

14) El residuo FND experimenta, igual que en el caso del FAD, pérdidas tras el tratamiento
de coccién que son significativas tinicamente en el caso de la zanahoria. Las sustancias
pécticas pueden contaminar el residuo neutro detergente y, precisamente, en la zanahoria que
presenta un contenido mds alto en esta fraccion es donde la diferencia FAD/FND es

significativa.

15) La fibra insoluble determinada por el método enzimatico-gravimétrico de Asp sufre
pequenas oscilaciones en distinto sentido, segin el lote de que se trate, que no son
significativos en ningln caso. Las diferencias mds acusadas se observan en la remolacha que

es la hortaliza con un contenido mds elevado en polisacdridos no celuldsicos.

16) La fibra soluble determinada por el método de Asp da resultados mds elevados en los
procesados que en los frescos, siendo las diferencias significativas en la zanahoria y en la
remolacha, pero no en el nabo. El aumento de la fibra soluble se puede atribuir a la presencia

de otros compuestos distintos de las sustancias pécticas.
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17) Al estudiar comparativamente los resultados de fibra insoluble y de fibra soluble en las
muestras frescas y procesadas se puede indicar que se produce una redistribucién de las dos
fracciones después del tratamiento. En los procesados se produce un descenso de Ia fibra

insoluble y un incremento de la soluble.

18) Los resultados obtenidos aplicando el método de cromatografia liquida de alta eficacia
indican que no se producen modificaciones significativas de los distintos monosacaridos que

constituyen la fibra alimentaria.

19) L.a mayor modificacion de la fibra alimentaria de las hortalizas estudiadas se observa en
las sustancias pécticas, determinadas espectrofotométricamente como dcido galacturdnico.Se

producen pérdidas por solubilizacion (zanahoria=24%; remolacha=: 23%; nabo= 26%).

20) Los azicares solubles sufren pérdidas importantes por solubilizacion en el agua de

coccion que dependen del azicar de que se trate y de la hortaliza estudiada.

21) El estudio microscopico revela que el aspecto de las células del material procesado es
diferente que ¢l de las células del material fresco, debido a modificaciones del contenido en
humedad, a alteraciones de la estructura de los pectatos cdlcicos y hemicelulosas en la pared

celular durante el proceso de coceidn.

22) El estudio actual de las investigaciones sobre la fibra alimentaria indica que quedan aun
muchas cuestiones por elucidar y que falta acuerdo entre los cientificos. El presente trabajo
contribuye al conocimiento de diferentes aspectos de la fibra alimentaria por el estudio de los
métodos analiticos mds importantes, por la puesta a punto de una técnica de Cromatografia
Liguida de Alta Eficacia y por el estudio realizado sobre materiales frescos y procesados,
principalmente respecto a la forma de realizar la comparacion entre ellos y el factor de

correccion que se debe aplicar a los resultados obtenidos en las muestras procesadas.
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