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Resum

El consum d’aliments rics en carotenoides esta associat a una disminucié del risc
a patir malalties cardiovasculars i degeneratives. Per0 la capacitat dels
carotenoides per solubilitzar-se en les micelles del intesti durant la digestio és
molt limitada. Aquest estudi avalua la influéncia de tres estats de maduresa del
tomaquet i l'addici6 de diferents olis (oliva, gira-sol i coco) sobre la
bioaccessibilitat, i capacitat antioxidant lipofilica, de carotenoides totals i licopée
mitjancant la digestio in vitro. La bioaccessibilitat es va calcular quantificant la
fraccido de compostos que s’alliberaren de la matriu alimentaria i s’incorporaren
en la fase micellar. La maduracido va tenir un efecte significatiu en la
bioaccessibilitat dels carotenoides totals i licopé i en la capacitat antioxidant. Els
valors de bioaccessibilitat més alts s’observaren per als tomaquets més madurs.
L’addici6 de lipids, abans de la digestid, va augmentar la bioaccessibilitat
significativament, perd no va tenir repercussidé sobre la capacitat antioxidant.
Encara que el tipus de lipid no va tenir efectes significatius en la bioaccessibilitat
dels carotenoides i en la capacitat antioxidant lipofilica, els valors més alts es van
obtenir en les mostres amb addicié d'oli doliva. En conclusid, el grau de
maduresa i la preséncia de lipids incrementen la bioaccessibilitat dels
carotenoides totals i licope, la qual cosa podria comportar un augment de la

biodisponibilitat d’aquests compostos.

Paraules clau: tomaquet, digestio in vitro, bioaccessibilitat, carotenoides, licope.



Resumen

El consumo de alimentos ricos en carotenoides, como el tomate, esta asociado
con la disminucion del riesgo a enfermedades cardiovasculares y degenerativas.
Pero la capacidad de los carotenoides para solubilizarse en las micelas del
intestino durante la digestion es limitada. El presente estudio evalla la influencia
de tres estados de madurez del tomate y la adicion de diferentes aceites (oliva,
girasol y coco) sobre la bioaccesibilidad y capacidad antioxidante lipofilica, de los
carotenoides totales y licopeno mediante digestion in vitro. La bioaccesibilidad se
cuantific6 como la fraccion de compuestos que se liberaron de la matriz
alimentaria y se incorporaron en las micelas. La maduracion tuvo un efecto
beneficioso en la bioaccesibilidad de los carotenoides totales y licopeno, como en
la capacidad antioxidante. Los valores de bioaccesibilidad mas altos se
obtuvieron para los tomates mas maduros. La adicion de lipidos antes de la
digestion aumenté la bioaccesibilidad, pero no influyd en la capacidad
antioxidante. Aunque el tipo de aceite no tuvo efectos significativos sobre la
bioaccesibilidad de los carotenoides y en la capacidad antioxidante lipofilica, los
valores mas altos se obtuvieron en las muestras con incorporacion de aceite de
oliva. En conclusion, el grado de madurez y la presencia de lipidos incrementan la
bioaccesibilidad de carotenoides y licopeno, lo que podria influir positivamente en

la biodisponibilidad de estos compuestos.

Palabras clave: tomate, digestion in vitro, bioaccesibilidad, carotenoides, licopeno




Abstract

Consumption of foods rich in carotenoid such as tomato is associated with a
decrease of the risk of developing certain cardiovascular and degenerative
diseases. However, the ability of carotenoids to solubilize into the intestinal
micelles during the digestion process is very low. The aim of this study was to
evaluate the influence of three maturity stages and the addition of different types
of oil (olive, sunflower and coconut) on the bioaccessibility and lipophilic
antioxidant capacity of total carotenoids and lycopene from tomatoes through an
in vitro digestion. Bioaccessibility was calculated by quantifying the portion of
compounds released from the food matrix and incorporated to the micellar
fraction. Ripening had a beneficial effect on the bioaccessibility of total
carotenoids and lycopene, and also on the lipophilic antioxidant capacity. The
highest bioaccessibility values were observed in the fully ripe estate. Addition of
oil before digestion, increased the bioaccessibility but showed no influence on the
antioxidant capacity. Although the type of lipid had no significant effects on the
bioaccessibility of carotenoids and on the lipophilic antioxidant capacity, samples
with addition of olive oil exhibited the highest values. In conclusion, both ripening
process and presence of oil significantly improved total carotenoids and lycopene
bioaccessibility from tomatoes, which could indicate an increase in the

bioavailability of these compounds.

Key words: tomato, in vitro digestion, bioaccessibility, carotenoids, lycopene.



1. Introduccio

Al llarg dels ultims anys, la discussio sobre els efectes saludables de la Dieta
Mediterrania sobre la poblacido és un tema ampliament opinat. En comparacio
amb altres paisos, la zona del Mediterrani presenta les taxes de mortalitat per
causa de malalties cardiovasculars o cancer més baixes. Es reconeix que part
d’aquests efectes promotors de la salut s’atribueixen al alt contingut en nutrients
com la fibra, les vitamines, els acids grassos poliinsaturats w-3 i w-6, i els acids
grassos monoinsaturats que contenen els aliments que formen la base d’aquesta

dieta (Estruch et al., 2013; Martinez-Huélamo et al., 2014).

Els compostos bioactius presents en les fruites i hortalisses sén reconeguts com
a part fonamental d’aquesta dieta, i I'associacio d’alguns d’ells amb la disminucio
del risc a patir certes malalties degeneratives, cardiovasculars o bé cancer, ha
despertat el seu interées (Martinez-Huélamo et al., 2014). Es defineixen com
components dels aliments que influeixen positivament en I'activitat cellular,
capacos de modular els processos metabolics del organisme contribuint en
benefici de la salut (Martinez & Carbajal, 2012; Carbonell-Capella et al., 2014).
Es troben principalment en fruites i hortalisses en quantitats molt petites, entre
aquests compostos destaquen els fitosterols i els carotenoides, i especialment el

licope, pigment que li proporciona el color caracteristic al tomaquet.

1.1 Caracteristiques i composicio del tomaquet

El tomaquet, Lycopersicum spp, és un fruit originari d’América del Sud,
concretament de la zona nord dels Andes, i domesticat a Méxic. A finals del segle
XV es va introduir a Europa, i durant les posteriors décades el cultiu de tomaquet
es va expandir per la regid del Mediterrani essent un producte totalment acceptat
com a fruit comestible (Jones et al., 2001). Actualment, el seu cultiu i consum
estan ampliament distribuits arreu del mén i es consumeix fresc o processat, de
fet, és el segon vegetal més consumit a nivell mundial amb 12 kg/any i persona
(Lugasi et al., 2003). El processat del tomaquet deriva en una diversa gama de
productes basics en la gastronomia actual, com la salsa de tomaquet, sucs,

sopes i conserves vegetals.



En quant a composicié i valor nutricional del tomaquet i els seus derivats,
destaca el contingut en vitamina C i potassi (Taula 1). També per un alt contingut
en carotenoides, principalment el licope, pigment natural que proporciona la
coloraciéo vermella als fruits i considerat un dels majors antioxidants amb

funcions protectores sobre I'organisme.

Taula 1. Composicié nutricional del tomaquet madur cru. Taules de composicié
d’aliments del CESNID (Centre d’Ensenyament Superior de Nutricié i Dietética), 2004. Valor
nutricional per cada 100g de porcié comestible. Els valors sén genérics i aproximats, poden variar
en funcié de la varietat del tomaquet.

Components

Energia 19 kcal Fosfor 29 mg
Aigua 93,9 ¢ Zinc 02 mg

Proteina 0,9 g lode 7 ug
Lipids 0,1 g Vitamina A 74 He

Gldcids 35 g Vitamina B1 ¢ 06 ug
Fibra 1,1 g Vitamina B2 0,04 pg

Sodi 18 mg = VitaminaB3 (g go g
Potassi 236 mg Acid folic o9 ug
Calci 11 mg VitaminaC 19 g
Ferro 0,5 mg VitaminaE ¢ g9 g

Magnesi 10 mg | Carotenoides 443 g

1.2. Antioxidants

Es considera antioxidant qualsevol molécula amb la capacitat de prevenir o evitar
I'oxidacié d’una altra. En 'oxidacio te lloc la transferéncia d’electrons entre un
agent oxidant i un substrat oxidable. En aquesta reaccid es produeixen radicals
lliures, substancies amb un electrdé desaparellat, que inicien reaccions en cadena
danyant les céllules del organisme (Segura, 2014). El paper dels antioxidants en
aquesta situacio és neutralitzar els radicals lliures i bloquejar la propagacio de les
reaccions en cadena oxidant-se ells mateixos, €s a dir, cedint els seus electrons.

El desequilibri entre la produccié de radicals lliures, principalment espeécies



reactives d’oxigen (ERO), i la capacitat per neutralitzar el dany produit ocasiona
I'estrés oxidatiu. Esta demostrat que aquesta condicié d’estrés oxidatiu esta
involucrada en diferents malalties cardiovasculars i degeneratives (Pingitore et
al., 2015).

Els antioxidants naturals no enzimatics es troben en aliments com la fruita, la
verdura i els cereals, una de les causes de que el consum diari d’aquests grups
d’aliments sigui tant important. També es troben en proporcions destacades en
les plantes aromatiques o espéecies emprades en la cuina. El seu Us s’estén en
diversos camps, en la inddstria alimentaria s’utilitzen com a conservants per
evitar la degradacio oxidativa que afecta a la qualitat organoléptica, nutricional i
sanitaria del producte, i perllongar la seva vida atil. En la farmacologia, també
tenen la seva implicacio degut a la relacio existent entre I'estrés oxidatiu i les

patologies associades.

Depenent de la solubilitat dels antioxidants, els podem classificar en dos grups;
hidrosolubles i liposolubles. Els hidrosolubles, principalment vitamina C i
compostos fenolics, actuen en el citoplasma cellular i el plasma sanguini. Els
liposolubles, destaquen la vitamina E i els carotenoides, i intervenen en la auto-

oxidacio lipidica de les membranes cellulars.

1.3 Aspectes generals dels carotenoides

Els carotenoides son pigments organics d’origen vegetal que es troben en els
cromoplasts de les plantes i alguns organismes fotosintétics, com certs bacteris i
fongs. Generalment, no poden ser sintetitzats per espécies d’origen animal, han
de ser ingerits a través de la dieta, fonamentalment a partir de fruites, verdures i

hortalisses (Rodriguez-Amaya 2001).

Estructuralment, formen part de la familia dels isoprenoides, ja que estan formats
per la uni6 de 8 d’aquests donant lloc a un tetraterpenoides, molécula de 40
atoms de carboni. La ciclacié, hidrogenaci6é i deshidrogenacid, escurcament o
extensio de la cadena, isomeritzacid, migraci6 del doble enlla¢c i altres

modificacions o combinacions d’aquests processos resulten en una gran varietat



d’estructures que donen lloc als diferents tipus de carotenoides, més de 700 fins
ara coneguts (Rodriguez-Amaya, 2001; Yahia i Ornelas-Paz, 2009). A més, poden
presentar-se en diverses conformacions cis/trans, encara que la més estable i
present en la naturalesa és la trans (Garcia-Valverde et al.,, 2011). La
caracteristica més destacable d’aquests compostos, és la capacitat que tenen de
reflectir i transmetre la llum visible, i ho fan gracies al cromofor que absorbeix la
llum a diferents longituds d’ona (Rodriguez-Amaya, 2001). EI cromofor forma part
de l'estructura molecular dels carotenoides, és un sistema de dobles enllacos
conjugats responsable de reflectir la coloracid groga, taronja i vermella de les

diferents fruites i verdures presents en la nostra dieta, la Dieta Mediterrania.

Absorbance

350 400 450
Wavelength (nm)

Figura 1. Espectre d’absorcié dels carotenoides. Licopé (linia continua).

Aixi, els diversos tipus de carotenoides existents en la naturalesa es diferencien
principalment en petits detalls de la seva estructura molecular que fan que
absorbeixin longituds d’ona diferents i per tant, tinguin una capacitat de coloracio
diferent. La majoria dels carotenoides tenen la maxima absorcio a tres longituds
d’ona diferent, resultant en un espectre de tres pics caracteristic dels
carotenoides. Per posseir un color perceptible, es necessiten almenys 7 dobles
enllacos. Per aquest motiu, el licopé amb 11 insaturacions és vermell i absorbeix

a les longituds d’ona més llargues (Amax. A 444, 470 i 520nm), (Figura 1).
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En termes generals, actualment els carotenoides es classifiquen en dos grans
grups;
= Carotens. Estricament hidrocarburs, és a dir, formats Unicament per la
unié d’atoms de carboni i hidrogen. En destaca el licope, principal
pigment dels fruits de polpa vermella com el tomaquet o la sindria, el
B-caroté ampliament diversificat entre fruites i verdures mentre que el
a-caroté el trobem principalment en la pastanaga i la carabassa, i en
menors quantitats acompanyant al B-carote.
= Xantofilles. S6n els derivats oxigenats dels carotens. Contenen atoms
d’oxigen en la seva estructura. Destaquen la B-criptoxantina, principal
pigment dels fruits de polpa taronja i la luteina, que es troba en el
rovell de I'ou i en els teixits de les plantes i és el carotenoide
predominant de les fulles, vegetals verds i algunes flors (Minguez-
Mosquera, 2005).

1.3.1 Propietats

Son moltes les propietats fisico-quimiques que s’atribueixen als carotenoides, les
principals sén absorbir la llum, captar I'oxigen singlet i inhibir la propagacié en
cadena dels radicals lliures i les espécies reactives d’oxigen (Huo et al., 2007).
Aquesta Ultima propietat esta relacionada amb I'estructura de doble enllag, i la
maxima proteccidé ve donada per aquells carotenoides que contenen més de 9
insaturacions (Foote et al., 1970), com el licope, considerat d’elevada capacitat

antioxidant.

Altres propietats son I’elevada predisposicié a isomeritzar-se i oxidar-se, atés que
son compostos molt sensibles a I'oxigen, la temperatura, la llum, els acids i els
peroxids. També tenen facilitat per unir-se a substancies hidrofobiques perquée
son insolubles en aigua. Degut a la seva naturalesa, es dissolen en solvents
organics. Els carotens s6n més solubles en hexa i éter de petroli, mentre que les
xantofilles en metanol i etanol (Olmedilla-Alonso, 2001). Es pot dir que els

carotens sOn més hidrofobs i les xantofilles més hidrofiles.
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1.3.2 Paper dels carotenoides sobre la salut

Alguns dels carotenoides com el B-caroté o la [B-criptoxantina, per motius
estructurals, son precursors de la vitamina A. Vitamina important en I'etapa de
creixement i desenvolupament de la funcié immunologica. Pero independentment
de l'activitat provitaminica, els carotenoides també tenen capacitat antioxidant,
inhibeixen el procés d’auto-oxidacio lipidica i eviten la peroxidacié de les LDL. A
més, gracies a la implicacio que tenen en I'estrés oxidatiu, estan relacionats amb
la prevencio i disminucid del risc de patir malalties del sistema cardiovascular o
malalties degeneratives, com el cancer (Rodriguez-Amaya, 1997; Alminger et al.,
2014; Segura, 2014). | en el cas de la luteina i la zeaxantina especificament en la
disminucio del risc de degeneracié macular, que a la llarga pot causar cataractes

0 ceguera en la poblacio de tercera edat (Minguez-Mosquera, 2005).

1.3.3 Metabolisme, absorcio i transport

Dels carotenoides ingerits en la dieta, només una part molt reduida estan
disponibles per a ser absorbits i metabolitzats per I’ésser huma. Principalment
perqué son compostos molt hidrofobics per dispersar-se en el medi aquos del
tracte digestiu. També perqué requereixen processos molt complexes, comuns
amb altres tipus de micronutrients lipofilics, abans de poder ser absorbits a
I'intesti (Anese et al., 2015).

Aixi, els carotenoides, primer han d’alliberar-se de la matriu alimentaria i
dispersar-se en el medi del tracte digestiu (Nagao et al., 2013; Huo et al., 2007).
A la boca, es redueixen les particules de I'aliment per accidé de la masticacio, fet
que provoca el trencament de la paret cellular de l'aliment i afavoreix
I'alliberament. A I'estdmac, la preséncia de lipids ingerits en la mateixa dieta
afavoreixen la dispersio dels carotenoides i la seva emulsio. Cal mencionar que al
llarg del tracte digestiu, 'accid enzimatica i dels acids dels sucs digestius,
provoquen la hidrolisi dels hidrats de carboni, proteines i lipids i també
contribueixen a I'alliberament dels carotenoides de la matriu (Yahia i Ornelas-Paz,

2009) i a la seva solubilitzacio.

Una vegada son alliberats, necessiten dissoldre’s en particules lipidiques. Al

duode, primera porcidé del intesti, desemboquen les secrecions pancreatica i biliar
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gue ajuda a emulsionar els lipids en petites gotes lipidiques facilitant la
solubilitzaci6é dels carotenoides en micelles. Aquesta etapa del procés és clau en
I’absorcid, ja que només els carotenoides que formin micelles seran els absorbits
pels enterocits. L'eficieéncia de formacié de micelles en la fase aquosa s'utilitza
com una estimacio de la bioaccessibilitat dels carotenoides (Furr i Clark, 1977;

Granado-Lorencio et al., 2007).

Es a I'enterdcit on els carotenoides, junt amb altres molécules lipofiliques,
s’incorporen als quilomicrons per ser transportats, a través del sistema limfatic,
al fetge, principal desti dels carotenoides. Des d’aqui es distribueixen als
diferents teixits a través de les lipoproteines. Els carotens, com el licopé i el B-
carote, son transportats per les lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL) i baixa
densitat (LDL) mentre que les xantofilles son transportades per les lipoproteines
d’elevada densitat (HLDL) (Furr i Clark, 1977; Faulks i Southon, 2005).

En els humans, la concentracio total de carotenoides en plasma sanguini és molt
baixa (<1umol/L), i aproximadament el 90% estan representats per B-carote, o-
carote, licope, B-criptoxantina, luteina i zeaxantina (Martinez i Carbajal, 2012;
Benzie i Wachtel-Galor, 2013).

1.4 Digestions in vitro

La quantitat total de compostos fitoquimics, com els carotenoides, que ingerim a
través de la dieta no necessariament es veu reflectida en la concentracio
d’aquests en sang o teixits, és degut a la seva biodisponibilitat. Aquest terme es
refereix a la quantitat de carotenoides que sén absorbits a la mucosa del intesti i
passen al nostre organisme. En general, el procés d’absorcié dels carotenoides
€s molt complex, ja que la biodisponibilitat dels fitoquimics es veu afectada per

diferents factors de tipus quimic, biologic, fisiologic o inclis nutricional.

Lligada a la biodisponibilitat es troba la bioaccessibilitat, definida com la fraccio
de nutrient que s’allibera de la matriu alimentaria que el conté, es modifica
estructuralment i es solubilitza amb les micelles per tal de poder ser absorbit.

Perd no tota la fraccid bioaccessible esdevé biodisponible, és a dir, s’absorbeix

13



per l'intesti. Per tant, la bioaccessibilitat es converteix en el requisit previ i
essencial per la biodisponibilitat d’'un compost. (Parada i Aguilera, 2007;
Carbonell-Capella et al., 2014).

Els carotenoides, son substancies que tenen baixa capacitat per alliberar-se de la
matriu i solubilitzar-se, i a més son facilment degradables. Per conseglent, la
fraccid que esdevé bioaccessible pot estar per sota del 10%. Per tant, les
investigacions enfocades a I'estudi dels canvis que es produeixen durant el
procés digestiu sb6n crucials per entendre i avaluar la biodisponibilitat i
bioaccessibilitat d’'un compost. Ja que, només la fraccido bioaccessible d’un
carotenoide podra ser absorbida i exercir els seus efectes beneficiosos sobre la
salut (Bouayed et al., 2011; Alminger et al., 2014).

Sabem de I'existéncia de diferents métodes, a curt i llarg termini, per estimar la
biodisponibilitat de carotenoides en humans i animals in vivo. Un dels métodes
seria mesurant l'increment de carotenoides en plasma després d’haver
administrat dosis d’aquests. O bé, el métode de la balanca oral-fecal que
compara la quantitat de carotenoides ingerits amb els excretats (Rodriguez-
Amaya, 2001). Pero els métodes in vivo, tot i que proporcionen els resultats més
precisos s6n molt relatius degut a la variabilitat individual, requereixen temps,
resulten cars i costos, no son Gtils per una gran quantitat de mostres i la majoria

es veuen limitats per aspectes étics (Hedrén et al., 2002).

No obstant aix0, existeix el métode in vitro que simula el procés de la digestio per
poder estimar la quantitat de carotenoides que esdevenen bioaccessibles a
I'intesti. Aquest métode permet fer estudis amb un gran nombre de mostres,
concedeix l'estudi de factors per separat i combinats en cada etapa de la
digestio, esta lliure de limitacions étiques i la inversido de temps sol ser menor.
Tanmateix, els resultats que s’obtenen per aquests metodes mai podran competir
amb la precisio dels obtinguts per digestido in vivo a causa de la complexitat

inherent del procés fisiologic (Coles et al., 2005).
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Cal afegir que, la gran diversitat de models existents per a digestions in vitro es
converteix en un obstacle alhora de comparar resultats perqué augmenta la
possibilitat de controvérsies. Actualment, no existeix cap model per a digestions
in vitro acceptat i estandarditzat. Tots els models parteixen de diferéncies
importants depenent de I'objectiu que es persegueix. També del component
especific de l'aliment analitzat, la naturalesa de la matriu de I'aliment i la

complexitat del model de digestio (Hur et al., 2011).

Una de les propietats fisico-quimiques del component especific a analitzar que té
gran influéncia sobre el model de digestio in vitro és la solubilitat en aigua o lipids
ja que, I'absorcié d’un compost liposoluble difereix a la d’un hidrosoluble. Els
carotenoides requereixen un trencament de la matriu per poder ser alliberats i
emulsionar-se amb petites gotes lipidiques presents en la fase gastrica de la
digestio, que posteriorment s’incorporaran a les micelles en la fase intestinal per
poder ser absorbides. En canvi, els compostos hidrofilics depenen d’altres factors
com la mida de les particules, la capacitat per formar enllacos amb altres
compostos, el pH o I'afinitat per altres proteines presents en la matriu (Alminger
et al., 2014).

Per altim, la complexitat del model dependra de:

= Les fases incloses de la digestio; oral, gastrica i intestinal menor i major.

= La composicio dels fluids digestius emprats en cada fase; enzims, sals
biliars, concentracid d’electrolits, etc.

= El nombre de mostres.

= Parametres que es volen analitzar.

= Model estatic o dinamic; I'objectiu de la investigacié condiciona en gran
part si un model sera estatic o bé dinamic. Els models estatics permeten
analitzar grans quantitats de mostres a diferencia dels models dinamics,
gue degut a la seva complexitat permeten analitzar un nombre reduit de

mostres.
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1.5 Efectes de la matriu i el processat de I'aliment sobre la
bioaccessibilitat

Tot i que els compostos antioxidants, com els carotenoides, es troben de forma
natural en el tomaquet, el seu contingut es pot veure influenciat per diferents
factors. El tipus de cultiu i la varietat, les caracteristiques del sol, I’exposicio a la
llum, la temperatura, el grau de maduresa, els tractaments post-collita i el
processat agroalimentari son els principals factors que determinaran la quantitat
de carotenoides presents en el tomaquet (Martinez-Valverde et al., 2002; Dumas
et al., 2003; Periago et al., 2009; Yahia i Ornelas-Paz, 2009) i en la majoria dels

fruits.

El principal factor que afecta al contingut de carotenoides en fruites i hortalisses
és el procés de maduracié. La maduracié d'un fruit és un procés que va
acompanyat de canvis fisics, metabolics i en la expressio dels gens. Durant
aquest, el contingut en carotenoides pot augmentar de valors no detectables a
nivells elevats en només 20 dies. L'aparicid dels carotenoides és degut a la
preséncia d’etile, gas a temperatura ambient i alhora hormona vegetal que
desencadena el procés de maduracio, aquesta etapa irreversible s’anomena
climateri. Es degrada la clorofilla i es sintetitzen els carotenoides (Zambrano et
al., 1995; Yahia i Ornelas-Paz, 2009).

D’altra banda, el tipus de matriu alimentaria, el processat i les interaccions
durant la digestio i absorcié amb altres compostos de la dieta, poden alterar la
quantitat de carotenoides que <s’alliberen de la matriu de laliment i
consequentment modificar la bioaccessibilitat dels carotenoides presents
(Alminger et al., 2014; Arranz et al., 2015).

En la matriu alimentaria, els carotenoides es localitzen en els cromoplasts.
Depenent de I'aliment que els conté els carotenoides es poden presentar de
diferent manera. En els vegetals de fulla verda, com els espinacs, es troben en
els cloroplasts, juntament amb les clorofilles, formant complexes de proteina-
carotenoide. En fruites de coloracid groga, taronja i vermella com la pastanaga o
el tomaquet, es troben de forma cristallina. | en fruites com el mango i la papaia

es torben solubilitzats en la fraccio grassa en solucio grassa de la fruita.

16



Sembla ser que els carotenoides que es troben units a proteines o formant
cristalls s’absorbeixen en menor quantitat, en canvi els carotenoides que es
troben en la matriu dissolts en gotes lipidiques son facilment absorbits (Yahia i
Ornelas-Paz, 2009). Generalment, els carotenoides es concentren més en la pell

que en la polpa (Gros 1987).

Les interaccions donades entre compostos bioactius i altres substancies de la
matriu poden ser d’exclusio, d’adicid o sinérgiques (Sun-Waterhouse, 2013). Per
exemple, la vitamina E és una possible competidora en la fase d’absorcié amb el

licopé perqué ambdds compostos son lipofilics (Alminger et al., 2014).

En quant a I'efecte del processat sobre la bioaccessibilitat dels carotenoides,
nombrosos estudis demostren que la bioaccessibilitat del licopé del tomaquet
augmenta quan el producte és processat. L’homogeneitzacié i el tractament
térmic comporten un trencament de I'estructura cellular de la matriu i aquest fet
afavoreix l'alliberament dels carotenoides (Garrett et al., 2000; Richelle et al.,
2002; Fielding et al., 2005). La susceptibilitat dels carotenoides per degradar-se
0 isomeritzar-se augmenta un cop son alliberats de la matriu. La reduccié de
particules i la homogeneitzacié durant el processat també és un altre factor que
contribueix a 'augment de la bioaccessibilitat, ja que també ajuda al trencament
de la paret cellular del vegetal i permet I'alliberament dels carotenoides (Colle et
al.,, 2013; Alminger et al., 2014). En l'actualitat, s’estan estudiant noves
tecnologies en el processat que afavoreixin la preservacié dels aliments. Com s6n
els polsos eléctrics, que a la llarga podrien ser una alternativa als tractaments

térmics convencionals (Vallverdu-Queralt et al., 2012).

A més, la preséncia d’'una certa quantitat de lipids en la ingesta de carotenoides
€s un altre factor que influeix en la bioaccessibilitat dels carotenoides. (Ahuja et
al., 2006). Els carotenoides, al ser substancies lipofiliques tendeixen a unir-se
amb la matéria més greixosa del aliment. Recentment, s’ha observat que la
preséncia d’oli en una amanida contribueix a 'augment del contingut de licopé en
plasma (Brown et al., 2004). Aquest fet també ha estat corroborat per altres
estudis, on s’ha observat que la bioaccessibilitat dels carotenoides augmenta en

preséncia de lipids i es afectada per la longitud de la cadena dels acids grassos
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perd no pel grau d’insaturacid (Fielding et al., 2005; Huo et al., 2007; Nagao et
al., 2013).

Aixi doncs, el grau de maduresa, el tipus de matriu alimentaria, la preséncia i
interaccid d’altres components i el processat de I'aliment, determinen en gran
part la quantitat de carotenoides que s’allibera de la matriu, és a dir, la

bioaccessibilitat i per conseglent la biodisponibilitat.
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2. Hipotesi

El consum de fruites i hortalisses, aliments rics en carotenoides, €s essencial en
una dieta saludable i esta associat a una disminucid del risc de desenvolupar
certes malalties croniques i degeneratives, contribuint a una millora de la salut.
Diferents organitzacions a nivell mundial com la OMS i la FAO recomanen un
consum de almenys 400¢g per persona i dia, el equivalent a 5 peces al dia.
Malauradament, segons I'informe de la OMS al 2003, una considerable part de la
poblacid mundial no assoleix les recomanacions diaries de fruites i hortalisses
(Rodriguez-Roque, 2013).

Diferents estudis han demostrat que una ingesta regular de tomaquet o
productes derivats tenen un efecte beneficios sobre la salut, disminuint el risc de
malalties cardiovasculars (Arranz et al., 2015). Les caracteristiques de la matéria
primera, el processat alimentari i les interaccions dels carotenoides associades a
components lipofilics de la dieta poden modificar la bioaccessibilitat de

compostos antioxidants per a I'organisme, i consequentment la biodisponibilitat.
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3. Objectius

3.1 Generals

L’objectiu general del present estudi és avaluar i comparar I'efecte de I'addici6 de

lipids al tomaquet fresc sobre la bioaccessibilitat dels carotenoides, i

especialment del licopé, mitjancant un model de digestio in vitro.

3.2 Especifics

1.

3.

4.

Dur a terme una caracteritzacid fisico-quimica del tomaquet fresc

mitjancant els principals parametres de qualitat.
Determinar el contingut de carotenoides totals, licopé i capacitat
antioxidant lipofilica en mostres de tomaquet fresc i sotmeses a un procés

de digestio in vitro.

Avaluar la influéncia de l'addici6 de diferents tipus de lipids en la

bioaccessibilitat dels carotenoides del tomaquet.

Avaluar I'efecte del grau de maduresa del fruit sobre la bioaccessibilitat

dels carotenoides del tomaquet.
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4. Metodologia
4.1 Mostres

4.1.1 Preparacio de les mostres seleccionades

Per a I'optimitzacio dels métodes analitics es va utilitzar el tomaquet de rama
degut a la seva disponibilitat en el mercat i el seu baix cost. Posteriorment, per
realitzar I'estudi, es va elegir la varietat Raf ja que és un tomaquet que es pot

trobar en qualsevol época del any.

Els tomaquets van ser comprats en estat de maduresa verd-madur a un
distribuidor local, i es van emmagatzemar en cambres a 12°C de temperatura per
afavorir la maduracié desitjada. Els tomaquets utilitzats van ser seleccionats
aleatoriament, i mitjancant la inspeccio visual i el tacte es van rebutjar aquells
amb lesions fisiques i/o quimiques. Per tal d’observar la influéncia de I'addicio de
lipids sobre la bioaccessibilitat del tomaquet es va seleccionar tres tipus d’olis
amb composicio en acids grassos molt diversa, per poder tenir representacio dels
diferents graus d’insaturacio. Aixi doncs, I'oli de gira-sol representa els acids
grassos poliinsaturats, el d’oliva els monoinsaturats i I'oli de coco representa els

acids grassos saturats (Taula 2).

Taula 2. Composicié en acids grassos dels olis addicionats al tomaquet. Taules de
composicié d’aliments del CESNID (Centre d’Ensenyament Superior de Nutricié i Dietética), 2004.
Composicié per 1008 de porcié comestible. AGP/AGS (20,5) i AGP+AGM/AGS (22) so6n
parametres de qualitat dels lipids.

Gira-sol Oliva Coco

AGS 12,30g 16,60g 8520¢

AGM 25,15g 70,99¢ 6,60 g

AGP 62,30g 10,49¢ 7,70 g
AGP/AGS 5,07 0,63 0,09
AGP+AGM/AGS 7,11 491 0,17

Es va preparar un experiment per cada grau de maduresa, resultant un total de 3
tipus de mostres inicials de tomaquet, les mostres seleccionades en estat verd-

madur (1), en estat parcialment madur (2) i totalment madur (3), (Taula 3).
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Taula 3. Estats de maduresa del tomaquet. Nomenclatura internacional i descripcié
segons el Departament d’Agricultura d’Estats Units (USDA).

Grau Descripcio
Verd madur N P :
(1) Mature El tomaquet és completament verd, al 100%. Pot haver diferents
tonalitats clares i fosques.
Green

Trencant En el 10% o menys de la superficie hi ha un trencament del color
Breaking verd a colors grocs, rosats i vermells.

Canviant Entre el 10% i el 30% de la superficie presenta tonalitats grogues,

Turning rosades i vermelles.
(2) Rosa Entre el 30% i el 60% de la superficie ja és de color rosa amb
Pink tonalitats vermelles.
Vermell

Entre el 60% i el 90% de la superficie ja és de color rosa amb

lleuger
. g tonalitats vermelles.
Light red
Vermell . L
(3) Red Més del 90% de la superficie és de color vermell.

Els tomaquets seleccionats per cada experiment es van rentar, se’ls va eliminar
la zona peduncular i es van tallar a daus de 1 cm3 aproximadament.
Posteriorment es van separar en quatre parts iguals, una per cada tipus d’oli;
gira-sol (G), oliva (0) i coco (C). | una més per la mostra control o sense oli (NO).
La quantitat d’oli a afegir es va fixar en un 5% del pes de la mostra inicial. De
cada estat de maduresa i de cada tipus d’oli addicionat s’obtenien les mostres no

digerides (ND) i les digerides (D) amb I'oli corresponent.

En ambdds casos es van liofilitzar les mostres resultants amb la finalitat de
conservar-les fins al seu Us. Les extraccions i les determinacions es van fer per
igual en les mostres de tomaquet ND i D, per tal d’obtenir el percentatge de

bioaccessibilitat.

4.1.2 Caracteritzacio de les mostres
Cada mostra inicial va ser caracteritzada segons:
a) Color. Es va determinar a través d’un colorimetre (Chroma Meter CR-400
KONICA MINOLTA SENSING, INC). Abans de processar els tomaquets es
van realitzar les lectures sobre la linia equatorial de la superficie per

obtenir parametres segons 'escala de CIE: L*, a* i b*.
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b) Acidesa total. Per determinar I'acidesa del tomaquet es va fer una

valoracié amb NaOH 0,1M amb mostra de tomaquet fins assolir un pH de

8,1. Els resultats es van expressar en equivalents d’acid citric.

c) Solids solubles. La quantitat de solids solubles de la mostra es va realitzar

a través d’'un refractometre (ATAGO R-X 1000), préviament calibrat amb

aigua destillada, es va agafar una aliquota del suc i es va quantificar els

solids solubles com a °Brix.

d) pH. (Microprocessor pH Meter HANNA Instruments pH 210)

4.2 Digestio gastrointestinal in vitro

Tenint en compte tots els factors mencionats anteriorment, en I'apartat 1.4, iels

objectius d’aquest estudi, el méetode escollit per a la digestid in vitro és estatic i

inclou tres fases de la digestio; oral, gastrica i intestinal menor. EI métode esta

basat en el model descrit per Miller et al., (1981) amb algunes modificacions de
Hedrén et al., (2002) i Rodriguez-Roque et al., (2013 i 2015).

a)

Fase oral. Es van mesclar 75g de mostra amb solucio salival artificial
(SSF) i a-amilasa (150-200uds/ml). Per simular la masticacié es va
passar la mescla pel Stomacher durant 1 minut i es va incubar a 37°C i
95rpm, durant 10 minuts en la foscor (Orbital OVAN).

Fase gastrica. Per simular les condicions de I'estdbmac en el procés de

digestid es va ajustar la mostra a un pH de 4 amb HCI 5M.
Immediatament es va afegir la pepsina (1,8 mg/ml amb una
concentracio de 40mg/ml de HCI 0,1M) i es va tornar a ajustar el pH a 2.
Posteriorment, es va tornar a incubar la mostra durant 2 hores a les

mateixes condicions que en la fase oral.

Fase intestinal. Un cop acabada la fase gastrica, es va reajustar el pH a

5’3 amb NaOH 2M. Es va afegir la pancreatina i les sals biliars dissoltes
en bicarbonat de sodi (0,4mg/ml i 2,5mg/ml en una concentracié de
4mg/ml i 25mg/ml respectivament de NaHCO3z 0,1M) . Immediatament

es va reajustar el pH a 7’5. Es va tornar a incubar durant 2 hores a les
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mateixes condicions que a la fase oral i gastrica. Les sals biliars sén un
element imprescindible ja que son les encarregades de solubilitzar les
gotes lipidiques que contenen els carotenoides per poder formar les
micelles en la seguent fase. Un cop finalitzada la incubaci6 per frenar
I'activitat enzimatica de la mostra es va posar amb gel durant 10 minuts.

* Fraccio micellar. Per obtenir la porcié de carotenoides dissolts en

les micelles de la fase aquosa, es va centrifugar la mostra a
15000 rpm durant 20 minuts. La fase aquosa va ser recollida i
filtrada dues vegades, la primera amb un filtre Whatman 1 i la
segona en un filtre de 1-3 micrometres. Amb la centrifugacio se
separa la fase aquosa de la fase solida formada per la pell i la
polpa, i del sobrenedant format pels lipids no digerits. En la
mostra resultant es troben els carotenoides alliberats de la

matriu del tomaquet i que son bioaccessibles.

Per controlar els canvis en la concentracié de carotenoides, la mostra final es va
congelar immediatament a -30°C i posteriorment es va liofilitzar fins a la seva

extraccio.

4.3 Extraccio dels carotenoides

En el procés d’extraccid, es poden diferenciar dues fases; filtrat i rentat. La
primera per separar, mitjancant la homogeneitzacio, els residus solids del
extracte. La segona per separar els carotenoides d’altres substancies que puguin

estar presents en la fase organica.

Donat que, els carotenoides sén substancies facilment degradables, es necessari
cobrir els envasos que contenen la mostra amb paper d’alumini per evitar I’efecte
de la llum i utilitzar material de vidre ambaritzat que bloquegi i el pas de la llum. A
més, €s important treballar el més rapid possible i amb fred, utilitzar gel per

recobrir els envasos si s’escau, per evitar la degradacio per I'accio de la calor.
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A partir de 1g de mostra liofilitzada es va afegir carbonat de magnesi (0,018) i
BHT (0,01g) per a preservar la mostra i evitar I'oxidacié. Es va mesclar amb 15ml
de solucié de etanol:hexa (4:3) en un tub Falcon, perqué es considerat el millor
dissolvent per als carotenoides (Lin & Chen, 2003). Tota la mescla es va
homogeneitzar durant 2 minuts i per evitar I'efecte de la calor sobre la mostra es
va cobrir 'envas amb gel. Posteriorment, es va realitzar el primer filtrat utilitzant
un paper de filtre i amb el residu es va repetir el mateix procés explicat
anteriorment perdo amb 10ml d’etanol:hexa (4:3). Per evitar al minim les pérdues
es van fer dos rentats del residu romanent al tub Falcon amb etanol (5ml) i un
amb hexa (5ml). Per cada rentat es va filtrar al buit i finalment es va recollir en un

embut de decantacio.

La mostra obtinguda despres del filtrat es va rentar tres vegades amb 10ml de
NaCl al 10%, i dos amb aigua destillada descartant la fase aquosa cada vegada.
Aquest procés serveix per separar els carotenoides purs i eliminar qualsevol
residu que pugui haver, per exemple les clorofilles. Després de I'Gltim rentat amb
aigua destillada es va recollir la fase organica on es troben els carotenoides.

Finalment, es va filtrar amb paper de filtre i enrasar amb hexa fins a 5ml.
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4.4 Determinacions

Com ja s’ha mencionat anteriorment, gracies al cromofor els carotenoides tenen
la capacitat d’absorbir la llum i proporcionar I'espectre d’absorcio visible que
serveix com una base per a la seva identificacid i quantificacid a través del
espectrofotometre. El color que proporcionen és un instrument de control de les
diferents etapes en I'analisi dels carotenoides, ja que la pérdua o alteracio del
color en qualsevol punt de l'analisi és un indicador de degradacid o canvis
estructurals. Per realitzar les determinacions corresponents és necessari partir

d’una mostra d’extraccio liquida.

4.4.1 Licopeé

L’absorbancia maxima del licopé és a 470nm, perd pot haver-hi interferéncies
amb altres compostos presents en el tomaquet com és el cas del B-carote. Per
determinar el seu contingut es va mesurar I'absorbancia a 503nm per minimitzar
aquestes interferéncies. Per quantificar el licopé de la mostra es va utilitzar la
seguent formula (Fish et al., 2002):

Licond (ug) _ Absgp3 XPM XV
icope ~ e xLx Pm (kg) x 100

on;
PM: pes molecular del licopée (536,9g/mol).
V: volum d’hexa en ml que dependra del factor de dilucié.
e: factor d’extincio (172000 L/mol x cm).
L: longitud de pas de la cubeta (1cm).

Pm: pes de la mostra inicial.
La determinacié del licopé és en pes sec, ja que la liofilitzacié va eliminar tota
I'aigua que podia haver en el tomaquet. Per expressar els valors en grams de pes

fresc (g PF) es va utilitzar la seglent formula:

Pes fresc = Pes en sec X ( 100 — % humitat )
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on;
El % d’humitat es va calcular a partir dels pesos de les mostres D abans de

digerir i després de liofilitzar, de la seglient manera:

_ Pes en sec
% Humitat = 100 — m x 100

4.4.2 Carotenoides totals
Per a la determinacio dels carotenoides totals (CT) del tomaquet es va mesurar

I'absorbancia a 470nm, utilitzant el hexa com el blanc.

El contingut en CT es va calcular a partir de la formula seglent (Gross, 1991):

- (ug) _ Abs,;o X V x 10*
g/ A% xPm

on;
V: volum final del extracte, dependra del factor de dilucio aplicat.
AY%; absorbancia especifica d’'una solucidé al 1% mesurada en una cubeta
d’lcm, 2500 (Talcott & Howard, 1999). Aquest valor s’utilitza quan el
coeficient especific d’absorbancia es desconeix o generalment, per a la
determinacio de carotenoides totals (Gross, 1991).

Pm: pes de la mostra inicialment.

Els valors obtinguts en aquesta determinacié també es van expressar en g PF.

4.4.3 Capacitat antioxidant lipofilica

La capacitat antioxidant d’un aliment depén de la naturalesa i concentracio dels
antioxidants presents en aquest. Existeixen diferents tecniques per determinar-la
basades en comprovar el dany oxidatiu d’'un agent oxidant sobre un substrat, els
carotenoides. Aquest dany és inhibit o reduit en preséncia d’antioxidants, i el
percentatge d’inhibicid és proporcional a la capacitat antioxidant de la mostra. Els
diferents métodes difereixen en I'agent oxidant utilitzat, el substrat, el temps
d’avaluacié, la técnica instrumental utilitzada i les possibles interaccions en el

medi de reaccio.
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Un metode senzill i exacte per determinar la capacitat antioxidant d’extractes
vegetals és el métode DPPH, que avalua la capacitat que te un possible
antioxidant per captar un radical lliure cedint els seus electrons
(Mahattanatawee, 2006). EIl métode DPPH, descrit per Brand-Williams et al.,
(1995) es basa en el compost 1,1-difenil-2-pricrilhidrazil (DPPH), un radical lliure
que s’absorbeix a una longitud d'ona de 515nm de manera que es pot
determinar per técniques espectroscopiques i posseeix un color caracteristic de
tonalitat violeta intens. El métode es basa en I'oxidacio de I'espécie antioxidant
que cedeix un electrd. Per contra, el radical es redueix perqué rep l'electré de
I’antioxidant. D’aquesta manera la reduccioé del DPPH provoca la pérdua de color

que es determina per espectrofotometria.

En el estudi, per mesurar la capacitat antioxidant lipofilica (LAC) dels
carotenoides del tomaquet es va mesclar 10ul d’extracte i 90ul d’aigua destillada
amb 3’9ml de solucié DPPH amb metanol, es va agitar i deixar reposar durant 30
minuts en la foscor a partir de la primera mostra que es va mesclar. Per cada
extracte es van obtenir 5 repeticions. Es va mesurar al espectrofotometre a
515nm amb un blanc de metanol, ja que la solucié del DPPH es prepara amb
metanol (0.025g/L segons Vallverdu-Queralt et al., (2012)). Amb I'absorbancia
gue obtinguda es va calcular el percentatge d’inhibicié del DPPH sobre I'oxidacio

lipidica, a partir de la seguent formula (Robles-Sanchez et al., 2009):

e e, Cabs X Mabs
% Inhibicié DPPH = ~Mabs x 100

on;
Cabs: concentracio inicial de radical DPPH amb aigua destillada.

Mabs: concentracio de DPPH que s’ha reduit.

Els valors d’inhibici6 del DPPH es van calcular mitjancant una equacié de
regressid entre la concentracido de Trolox equivalents (TEAC) i el percentatge
d’inhibicié del DPPH. Els resultats van ser expressats en ymols TEAC / 100g PF

de tomaquet.
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4.5 Bioaccessibilitat

La bioaccessibilitat va ser determinada a través de la seglient formula (Rodriguez-
Roque et al., 2015).

C
% Bioaccessibilitat = —D 100
ND

on;
Cp: concentracio total en mostra digerida.

Cnp: la concentracio total en mostra no digerida.

La fraccid bioaccessible es va expressar en relacié al contingut inicial de la

mostra i en tant per cent.

4.6 Analisi estadistic

Es van realitzar les digestions i extraccions per duplicat. Els resultats es van
expressar com a valor mig + desviacié estandard. L’analisi de variancia (ANOVA)
es va portar a terme per determinar diferéncies significatives en els resultats

obtinguts al llarg de I’estudi mitjancant el programa STATGRAPHIC Plus 5.1.
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5. Resultats i discussio
Com s’ha mencionat anteriorment, en l'apartat de Metodologia, tant la
determinacio de licope, com la de carotenoides totals i capacitat antioxidant

lipofilica es va dur a terme a través de técniques espectrofotométriques.

5.1 Caracteritzacio del tomaquet

Com s’observa en la taula seguent els tomaquets en estat 1 eren totalment verds
(a*=-14,3+1,0) amb traces gairebé imperceptibles de tonalitat groga que a simple
vista es mesclaven amb el verd, color propi de fruit que encara no és madur. A
mesura que avancava la maduracié del tomaquet la tonalitat verda desapareixia
atés que la clorofilla es degrada, i apareix el color propi del tomaquet, el color
vermell (a*=16,0+2,3), degut a la biosintesi dels pigments carotenoides. La
lluminositat (L*) va disminuir durant la maduracio. El desenvolupament del color
esta controlat per enzims dependents del etilé, hormona reguladora de la sintesi

de carotenoides i degradacio6 de la clorofilla (Grierson, 1986).

Taula 4. Parametres de caracteritzacié del tomaquet durant la seva maduracié.
Cada valor és el valor mig de vuit repeticions + desviacié estandard. El color es va determinar per
tres parametres; L* balang entre blanc (L=0) i negre (L=100). a* variacions entre color verd
(valors negatius) i vermell (valors positius). b* variacions entre el color blau (valors negatius) i
groc (valor positiu).

Estat s C:I*or o (OSBSJX) AT pH
1 46+3  -14,3+1,0 25,2+1,8 5 0,2 4,2
2 45,9+1,8 0+4 25+2 5 0,4 40
3 44,8+0,8 16,0+2,3 24+3 51 04 41

L’acidesa total (AT) i la quantitat de solids solubles totals (SST) son parametres
que formen part de la qualitat del tomaquet. Es van mantenir constants, no es va
observar efecte del grau de maduresa. Donat que els tomaquets van ser collits en
estat verd la quantitat de SST no acostuma a assolir valors tipics del fruit madur
(Casierra-Posada i Aguilar-Avendano, 2008). El grau de maduresa tampoc va

mostrar efecte sobre el pH del tomaquet ja que es va mantenir a 4.
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5.2 Efecte del grau de maduresa del fruit sobre Ila
bioaccessibilitat del licopé i carotenoides totals del tomaquet

En referéncia al contingut inicial de carotenoides totals i licope, aquests van
experimentar un increment important durant la maduracio. Els resultats mostren
com la sintesi de carotenoides augmentava progressivament a mesura que el
fruit madurava. Lopez-Vidal et al., (2015) també van observar resultats similars

després de caracteritzar diferents varietats de tomaquet.

En les seglents grafiques (Figures 2 i 3) s’observen dos fets a destacar; un
augment, tant en el contingut inicial com en el de després de la digestio in vitro,
de carotenoides totals i licopé a mesura que el fruit madura, aixi com les
importants pérdues que comporta la digestio. En el cas del estat 1, absorbancies
molt baixes no van ser detectables per I'espectrofotometre, altres autors com

Cano et al., (2013) ja van observar resultats similars.
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Figura 2 Contingut inicial de licopé i carotenoides totals en mostres
de tomaquet tallat a daus no digerides.
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Figura 3. Contingut inicial de licopé i carotenoides totals en mostres
de tomaquet tallat a daus i sotmeses a la digestié in vitro.

Pel que fa als carotenoides totals i licopg, es va observar un increment significatiu
de la seva bioaccessibilitat durant la maduracié (veure Annex - Taules 1 i 3). Els
valors més alts de bioaccessibilitat es van observar en I'estat completament

madur (5,04% en I'oli d’oliva).

Com s’ha mencionat anteriorment, el procés de maduracié del fruit implica una
série de canvis que principalment provoquen la degradacié de la clorofilla i la
biosintesi i emmagatzematge dels carotenoides o carotenogenesi. Aquest fet es
tradueix en la pérdua del color verd i I'aparicié del color del fruit (Rodriguez-
Amaya, 1997). La carotenogénesi esta determinada per diferents factors com la
preséncia d’oxigen en el ambient, la exposicio a la llum i la temperatura (Sanchez
et al.,, 1999; Abushita et al., 2000). Rodriguez-Amaya (1997), mostra com el
contingut total en carotenoides pot variar segons altres factors com I'exposicio a
la llum i la temperatura. En el present estudi, els tomaquets es van
emmagatzemar a la foscor i a una temperatura de 10+2°C, atés que no es

pretenia estudiar la influéncia d’aquests factors sobre la maduracio.
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5.3 Influéncia de [Il'addici6 i tipus de Ilipids en Ila
bioaccessibilitat dels carotenoides del tomaquet

La formacio de micelles depén, entre altres factors, de la preséncia de lipids en
I'intesti. Consequentment la co-ingesta de lipids i aliments rics en carotenoides
sembla ser un factor determinant en la bioaccessibilitat (Brown et al., 2004;
Ahuja et al., 2006; Alminger et al., 2014).

5.3.1 Carotenoides totals

Els valors de bioaccessibilitat de les mostres de tomaquet amb addicié de
diferents tipus d’oli van ser significativament superiors a les de les mostres sense
oli, destacant I'efectivitat de I'oli d’oliva en ambdoés estats (veure Annex - Taules
1 i 2). Aquest fet podria estar relacionat amb que els carotenoides al ser
substancies lipofiligues tendeixen a associar-se amb la matéria grassa del
aliment. Per tant I'addici6 d’oli, independentment del tipus, va afavorir
I'alliberament dels carotenoides de la matriu del tomaquet i la solubilitzacid
d’aquests en les micelles (Figura 4). Diversos autors han investigat sobre la
preséncia d’oli en aliments i I'efecte que tenen sobre la bioaccessibilitat dels
carotenoides. En general, sembla ser que aquest factor és més efectiu en els
carotens, com el licope, que en les xantofilles. Aquest fet s’atribueix a les
diferéncies de polaritat entre els dos grups de carotenoides (Lemmens et al.,
2014).

En quant al tipus d’oli addicionat, els olis utilitzats eren clarament diferents en
guant a composicio (Taula 4), perd malgrat haver-hi diferéncies en el percentatge
de bioaccessibilitat no van ser estadisticament significatives (veure Annex - Taula
2). Per tant, no es va poder concloure quin tipus d’oli va tenir més influéncia
sobre la bioaccessibilitat dels carotenoides totals del tomaquet. Diferents autors
han considerat tant el grau d’insaturacio i la longitud de la cadena dels acids
grassos com a factors determinants de la bioaccessibilitat, Huo et al., (2007) va
observar un increment en la formacio de micelles a mesura que augmentava la
longitud de la cadena dels acids grassos, a través de la digestid d’'una amanida

amb diferents tipus d’oli, perd no va observar diferéncies significatives en quant
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al grau d’insaturaci6. Lemmens et al., (2014) parla de la capacitat de les micelles
per inflar-se (“micellar swelling capacity”) en la fase de solubilitzaci6 de les
petites gotes lipidiqgues que contenen els carotenoides, refereix que la hidrolisi
d’acids grassos de cadena llarga dona lloc a micelles més inflades que la hidrolisi
d’acids grassos de cadena mitja, i conseqlentment a valors més alts de
bioaccessibilitat. Altres autors (Nagao et al., 2013) centrats en investigar el grau
d’instauracio, van observar que I'addicié d’acids grassos monoinsaturats era més
efectiva que la de poliinsaturats, perd no es van considerar resultats concloents

atés que s’haurien de confirmar amb estudis in vivo.
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Figura 4. Bioaccessibilitat de carotenoides totals en trossos de tomaquet de
diferent estat de maduresa i amb I’addicié d’olis de diferent grau d’instaruacié. En
I'estat 1, tomaquet verd-madur, els valors d’absorbancia es situaven per sota dels limits de
deteccio del espectre, per aquest motiu no van ser detectables (nd).

5.3.2 Licopeé

Els valors de bioaccessibilitat de licopé de les mostres sense oli no va arribar al
1% (0,8 i 0,6% en l'estat 2 i 3 respectivament), en canvi en les mostres que
contenien oli la bioaccessibilitat va ser significativament superior. A excepcio de
les mostres amb oli de gira-sol (veure Annex - Taules 3 i 4). Diversos estudis
cientifics in vivo han demostrat la ingesta de licopé i oli és un factor que influeix
en la seva biodisponibilitat. Brown et al., (2004) van demostrar que la quantitat

de licopé en plasma en humans era major quan ingerien una amanida rica en
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carotenoides i lipids enfront d’'una amb baix contingut en lipids. Seguint la
mateixa linia, Fielding et al., (2005) també van observar un augment en la
concentracié de licopé en el grup que havia ingerit tomaquets cuinats amb oli

d’oliva, en comparacié als tomaquets cuinats sense oli.
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Figura 9. Bioaccessibilitat del licopé en trossos de tomaquet de diferent
estat de maduresa i amb I’addicié d’olis de diferent grau d’insaturacié. En
I'estat 1, tomaquet verd-madur, els valors d’absorbancia es situaven per sota dels limits

de deteccio del espectre, per aquest motiu no van ser detectables (Nd).

Es important remarcar que la quantitat d’oli afegida a les mostres esta basada en
investigacions prévies que demostren que una addici6é d’oli d’oliva superior a 5%
durant la digestid6 no déna lloc a un increment en la bioaccessibilitat dels
carotenoides (Colle et al., 2012), aquest fet es podria atribuir a una incompleta
hidrolisi dels triglicerids (Porter et al., 2004). Contrariament, Huo et al., (2007)
van observar que la preséncia d’oli en els aliments havia d’estar entre 0,5 i 1%
per afavorir la solubilitzacio total dels carotenoides en les micelles ja que,
elevades quantitats de triglicerids de cadena llarga (oli d’oliva, oli de gira-sol i oli

de peix) disminuien significativament la bioaccessibilitat del licopé.

En quant a la influéncia del tipus de lipid addicionat sobre la bioaccessibilitat del

licope, I'oli d’oliva va ser el tipus que valors més elevats va mostrar en ambdos
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estats de maduresa (1,9 i 4,8%), seguit de I'oli de coco (1,4 i 3,0%). Mostrant
diferéncies significatives en els resultats. En canvi I'efecte de I'oli de gira-sol
sobre la bioaccessibilitat malgrat mostrar un increment (1,3 i 1,8%), els resultats
no van ser estadisticament significatius (Veure Annex - Taula 4). Contrariament,
Colle et al., (2012) va observar que, en les mateixes quantitats d’oli d’oliva i de
gira-sol, la bioaccessibilitat del licopé no va ser significativament diferent entre
diferents tipus d’oli. A més a més, va proposar que la incorporacio del licopé a les
micelles no esta influenciada pel grau d’insaturacidé dels lipids, tal i com va

mostrar préviament Huo et al., (2007) en el seu estudi.

5.4 Capacitat antioxidant lipofilica del tomaquet.

La capacitat antioxidant lipofilica és un parametre que determina el valor
nutricional d’un fruit com aliment funcional. El que s’avalua és la capacitat que
tenen els antioxidants, en aquest cas del tomaquet, per captar els radicals lliures
i disminuir I'estrés oxidatiu (Zanfini et al., 2010; Lopez-Vidal et al., 2014). La
capacitat antioxidant d’un fruit dependra de la composicié i concentracio dels

seus antioxidants (Rodriguez-Roque et al., 2013).

Els valors més alts d’activitat antioxidant es van observar quan el tomaquet
estava completament madur (estat 3). Aquest fet es podria relacionar amb els
continguts en licopé i carotenoides totals mostrats anteriorment (Figures 2 i 3).
En canvi entre els estats 1 i 2 no va haver diferéncies significatives en la
capacitat antioxidant (veure Annex - Taula 5 i 6). Cal mencionar que el tomaquet
en la seva composicié conté altres tipus de molécules antioxidants lipofiliques
gque no so6n carotenoides, com la vitamina E, que també contribueixen en la
capacitat antioxidant lipofilica del tomaquet (Vallverdd-Queralt, 2012). Lépez-
Vidal et al., (2014) i Liu et al., (2012) també van observar una correlacio entre la
capacitat antioxidant lipofilica del tomaquet i els nivells de licopé durant la seva
maduracié. Per tant, el grau de maduresa és un factor que influeix positivament
en la capacitat antioxidant del tomaquet. Es important mencionar que existeixen
pocs estudis sobre canvis en la capacitat antioxidant i maduracio d’un fruit.

En I'analisi de varianca s’observa que la preséncia d’oli no va tenir efecte sobre la

capacitat antioxidant del tomaquet. Tot i que els olis aporten cert valor
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antioxidant la quantitat afegida era molt baixa com per tenir una repercussio
important sobre I'activitat antioxidant (veure Annex - Taules 5 i 7). A més, el

tomaquet per si sol és considerat un fruit amb una capacitat antioxidant

remarcable.
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Figura 5. Capacitat antioxidant lipofilica de trossos de tomaquet.
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6. Conclusions

El tomaquet es considera un fruit amb alt poder antioxidant degut principalment
al seu contingut en carotenoides, en general, i en licope, en particular. La
determinacio de la bioaccessibilitat de diferents compostos fitoquimics, com els
carotenoides, mitjancant sistemes de digestio in vitro és un procés relativament
senzill i economic que permet simular el procés de digesti6 humana i entendre
una mica més la seva complexitat. Malgrat tot, els resultats in vitro sempre seran
una aproximacié dels estudis en humans, atés que no es poden controlar tots els
factors que influencien. D’altra banda, el procés de digestido repercuteix
negativament en el contingut de carotenoides i licopé reduint la seva

concentracio inicial a nivells molt baixos un cop s’ha digerit I'aliment.

El contingut en licopé i carotenoides totals é€s proporcional al grau de maduresa, i
aquest condiciona la bioaccessibilitat d’aguests compostos. A mesura que
augmenta el seu contingut s’incrementa la fraccio bioaccessible. La preséncia de
lipids en el tomaquet tallat a daus augmenta la bioaccessibilitat del licopé i dels
carotenoides totals. En canvi, I’addicio dels diferents tipus de lipids amb diferent
grau d’insaturacié no dona lloc a diferencies estadisticament significatives en els
valors de bioaccessibilitat. Malgrat tot, I'addicid6 d’oli d’oliva ha produit els
increments més remarcables de la bioaccessibilitat d’aquests compostos. El grau
de maduresa del fruit va estretament lligat al contingut en carotenoides i licopée
del tomaquet, aixi com a la seva capacitat antioxidant lipofilica. No obstant,

I’addici6 d’oli no mostra cap influéncia en la capacitat antioxidant del tomaquet.
Per ultim, els resultats obtinguts s’haurien de comparar amb estudis in vivo que

mostrarien la bioaccessibilitat real d’aquestes compostos amb la influéncia dels

d’altres factors que en métodes in vitro no es poden controlar.
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Annex




Taula 1. Analysis of Variance for Carotenoid Bioaccessibility - Type

Il Sums of Squares.

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS
A: Maduresa 19,1036 1 19,1036 877  0,0057
B: Ol 43,6892 3 14,2297 6,53 0,0014
INTERACTIONS
AB 9,51833 3 3,17278 1,46  0,2451
RESIDUAL 69,7414 32 2,17942
TOTAL (CORRECTED) 145,604 39

All F-ratios are based on the residual mean square error.

The ANOVA table decomposes the variability of Bioacc Car into contributions due to
various factors. Since Type lll sums of squares (the default) have been chosen, the
contribution of each factor is measured having removed the effects of all other factors.
The P-values test the statistical significance of each of the factors. Since 2 P-values are
less than 0,05, these factors have a statistically significant effect on Bioacc Car at the

95,0% confidence level.



Taula 2. Multiple Range Test for Carotenoid Bioaccessibility by Oli

Method: 95,0% LSD

Oli Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups

NO 10 0,8919 0,475874 X

G 10 2,5619 0,475874 X

C 9 2,63599 0,502315 X

0 11 3,79017  0,454246 X
Contrast Difference +/- Limits

C-G 0,0740893 1,40471

C-NO *1,74409 1,40471

C-0 -1,15418 1,37316

G- NO *1,67 1,36624

G-0 -1,22827 1,33556

NO - O *-2,89827 1,33556

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor. This table applies a multiple comparison procedure to determine which
means are significantly different from which others. The bottom half of the output shows
the estimated difference between each pair of means. An asterisk has been placed next
to 3 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at the
95,0% confidence level. At the top of the page, 2 homogenous groups are identified
using columns of X's. Within each column, the levels containing X's form a group of

means within which there are no.



Taula 3. Analysis of Variance for Lycopene Bioaccessibility - Type Il
Sums of Squares.

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS
A: Maduresa 15,436 1 15,436 882 0,0056
B: Oli 39,8933 3 13,2978 7,60 0,0006
INTERACTIONS
AB 12,7867 3 4,26223 2,44  0,0828
RESIDUAL 56,0004 32 1,75001

TOTAL (CORRECTED) 129,531 39

All F-ratios are based on the residual mean square error.

The StatAdvisor. The ANOVA table decomposes the variability of Bioacc Lyc into
contributions due to various factors. Since Type lll sums of squares (the default) have
been chosen, the contribution of each factor is measured having removed the effects of
all other factors. The P-values test the statistical significance of each of the factors.
Since 2 P-values are less than 0,05, these factors have a statistically significant effect on

Bioacc Lyc at the 95,0% confidence level.



Taula 4. Multiple Range Tests for Lycopene Bioaccessibility by Oli.

Method: 95,0% LSD

Oli  Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups

NO 10 0,6618 0,443322 X

G 10 1,5328 0,443322 X

C 9 2,19098 0,467955 X

0 11 3,41399 0,423174 X
Contrast Difference +/- Limits

C-G 0,658183 1,30862

C-NO *1,52918 1,30862

Cc-0 -1,223 1,27923

G- NO 0,871 1,27278

G-0 *-1,88119 1,2442

NO - O *-2,75219 1,2442

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor. This table applies a multiple comparison procedure to determine which
means are significantly different from which others. The bottom half of the output shows
the estimated difference between each pair of means. An asterisk has been placed next
to 3 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at the
95,0% confidence level. At the top of the page, 3 homogenous groups are identified
using columns of X's. Within each column, the levels containing X's form a group of
means within which there are no statistically significant differences. The method
currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5,0% risk of calling each pair of

means significantly different when the actual difference equals O.



Taula 5. Analysis of Variance for Antioxidant Capacity - Type Il

Sums of Squares.

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS
A: Maduresa 827,153 2 413,576 4,75 0,0136
B: Ol 111,309 3 37,1032 0,43 0,7354
INTERACTIONS
AB 552,199 6 92,0332 1,06  0,4028
RESIDUAL 3832,58 44 87,1041

TOTAL (CORRECTED) 5333,87 55

All F-ratios are based on the residual mean square error.

The StatAdvisor. The ANOVA table decomposes the variability of AC into contributions due
to various factors. Since Type lll sums of squares (the default) have been chosen, the
contribution of each factor is measured having removed the effects of all other factors.
The P-values test the statistical significance of each of the factors. Since one P-value is
less than 0,05, this factor has a statistically significant effect on AC at the 95,0%

confidence level.



Taula 6. Multiple Range Tests for Antioxidant Capacity by Maduresa.

Method: 95,0% LSD

Maduresa Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups

1 18 42,0036 2,21937 X

2 18 43,3177 2,21167 X

3 20 50,6454 2,09399 X
Contrast Difference +/- Limits

1-2 -1,31411 6,2815

1-3 *-8,64185 6,12871

2-3 *-7,32773 6,11748

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor. This table applies a multiple comparison procedure to determine which
means are significantly different from which others. The bottom half of the output shows
the estimated difference between each pair of means. An asterisk has been placed next
to 2 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at the
95,0% confidence level. At the top of the page, 2 homogenous groups are identified
using columns of X's. Within each column, the levels containing X's form a group of
means within which there are no statistically significant differences. The method
currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5,0% risk of calling each pair of

means significantly different when the actual difference equals O.



Taula 7. Multiple Range Tests for Antioxidant Capacity by Oli

Method: 95,0% LSD

Oli  Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
NO 14 43,1557 2,50606 X
G 13 449723 2,60074 X
16 46,0417 2,34383 X

0 13 47,1191  2,60074 X

Contrast Difference +/- Limits
C-G 1,07741 7,03629
C-NO 2,14685 7,37764
C-0 3,96347 7,2469
G - NO 1,06944 7,03629
G-0 2,88606 6,90039
NO - O 1,81663 7,2496

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor. This table applies a multiple comparison procedure to determine which
means are significantly different from which others. The bottom half of the output shows
the estimated difference between each pair of means. There are no statistically
significant differences between any pair of means at the 95,0% confidence level. At the
top of the page, one homogenous group is identified by a column of X's. Within each
column, the levels containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences. The method currently being used to discriminate
among the means is Fisher's least significant difference (LSD) procedure. With this
method, there is a 5,0% risk of calling each pair of means significantly different when the

actual difference equals 0.



