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. OBJETIVOS



Las legumbres han sido consideradas como un alimento fundamental para una dieta
equilibrada, debido al alto contenido proteico, comparable con el de los alimentos de
origen animal, ademas de su bajo contenido graso. Otro aspecto a destacar de las
leguminosas grano, es su capacidad de fijacién de nitrégeno atmosférico por las
bacterias rhizobium que estan en simbiosis con las raices de estas, favoreciendo asi las
rotaciones con otros cultivos. El pasado afio, 2016, fue el afio internacional de las

legumbres.

El consumo de lentejas se extiende a nivel mundial mientras que la mayor parte de la

produccion mundial se encuentra en América y Asia.

La lenteja es una leguminosa de la cual se consume el grano seco. Su componente
principal son los hidratos de carbono, seguido de las proteinas, y donde destaca al igual
que para el conjunto de legumbres su bajo contenido graso. También contiene gran
variedad de fitoquimicos como polifenoles, fitoesteroles, y carbohidratos bioactivos,

que aportan una actividad antioxidante considerable.

La lenteja es la legumbre con mayor concentracion de polifenoles, y es una de las que
presenta mayor capacidad antioxidante. Los polifenoles son los compuestos bioactivos
antioxidantes mas abundantes en la dieta. Asociado a su elevado poder antioxidante, se
les atribuye la capacidad de prevenir diversas enfermedades. El estudio de fenoles y por
ello también de la capacidad antioxidante, estd condicionado por el método de

extraccion utilizado, ademas de las condiciones dadas durante esta etapa.

El objeto principal de este trabajo es determinar la composicion fendlica y la capacidad
antioxidante de varios tipos de lenteja, ademas de la correlacion entre las variables. La
composicion fendlica se evaluara de forma total, ademas de la presencia de compuestos
individuales. Por tanto, se correlacionara la capacidad antioxidante con la composicion

fendlica total e individual.
Para alcanzar este objetivo principal se plantean los siguientes objetivos parciales:

= Obtener un método de extraccion de fenoles rapido y que permita la obtencion
de valores repetitivos con el fin de poder evaluar los distintos factores que
pueden afectar al contenido fendlico de todas las muestras de lentejas, y en

particular de las lentejas pertenecientes a la IGP Lenteja de La Armuiia.



Obtener unos valores de capacidad antioxidante que al igual que en el contenido
fendlico sean lo suficientemente repetitivos que permitan la evaluacion de las
lentejas antes citadas.

Evaluar si interfieren en la capacidad antioxidante, y en el contenido de fenoles
totales e individuales los siguientes factores:

Las variedades

Los ecotipos de la IGP Lenteja de La Armufia, Guarefia y Rubia de la Armufia.
Las semillas certificadas de primera reproduccion, R1, y las de segunda
reproduccion, R2, ambas de la variedad Guarefia.

El cultivo dentro de la IGP o fuera.

El tipo de suelo.

El jaspeado o moteado presente en la superficie de algunas lentejas del tipo
Guarefia. Se pueden dar Guarefia Jaspeada y Guarefia Microjaspeada,
dependiendo del tamafio de las motas negras, y Guarefias sin jaspeado
(Guarefias).

La seleccidn de semilla por parte del ITACYL.

Comparar la capacidad antioxidante con el contenido fendlico total e individual,

obteniendo una correlacidon numérica.



1. INTRODUCCION



1. LALENTEJA
1.1. DEFINICION

La definicién de lenteja segun la real academia de la lengua espafiola es; planta
herbacea, anual, de la familia de las Papiliondceas, con tallos de tres a cuatro
decimetros, endebles, ramosos y estriados, hojas oblongas, estipulas lanceoladas,
zarcillos poco arrollados, flores blancas con venas moradas, sobre un peddnculo axilar,
y fruto en vaina pequefia, con dos o tres semillas pardas en forma de disco de medio

centimetro de didmetro aproximadamente.

Esta definicion hace referencia a las lentejas cultivadas en Espafia, sin dar una visién
global del cultivo. Como se detalla més adelante, las caracteristicas antes descritas como
por ejemplo color de la flor y de la semilla puede variar segun el tipo de lentejas.

1.2. TAXONOMIA

Reino: Plantae

Clase: Angiospermas

Subclase: Rosidae

Orden: Fabales

Familia: Leguminoseae o fabaceae
Subfamilia: Papilinoideas
Género: Lens

Especie: Lens sulenta
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1.3. MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA

Las lentejas son plantas esporofitas y anuales, es decir, germina y se reproduce en
menos de un afio. Su altura varia entre los 15 y 50 centimetros generalmente, aunque en

algunas ocasiones puede alcanzar los 75 cm (Franco, Ramos, 1996).

Figura 1. Morfologia de la planta de lentejas especie Lens culinaris (Wilhelm Thomé, Von Deutschland,
Osterreich y Schweiz, 1885)

En la subfamilia Papilinoideas se engloban otras leguminosas destinadas al consumo
humano como el garbanzo (Cicer aretium), el guisante (Pisum sativum), la soja

(Glycine soja), etc.

Una de las caracteristicas méas particulares de las lentejas y de la familia Leguminoseae
es su raiz, la cual presenta nodulos radicales que contienen bacterias del género
Rhizobium que viven en simbiosis con la planta. En dicha asociacion, la leguminosa
aporta a la bacteria hidratos de carbono para su desarrollo, y la leguminosa utiliza el

nitrégeno atmosférico fijado por el Rhizobium. La simbiosis empieza por una infeccion

12



de la bacteria en los pelos radiculares en la raiz de la planta y después de su
multiplicacion dentro de ellos forma unos abultamientos llamados "ndédulos”. Los
nédulos son de forma alargada y de un tamafio inferior a 6 mm. Segun el numero de
nddulos que se producen en la planta se clasifican en genotipo de baja nodulacion, de 15
a 25 nodulos por planta, o genotipo de alta nodulacién, de 30 a 60 nddulos por planta.
La cantidad de nitrgeno fijado por una planta depende del nGmero de nddulos pero
ademas esta influenciada por la temperatura y por las horas de luz, favoreciendo el
clima templado y los dias cortos. La estimacion de kilogramos de nitrdgeno por cada

hectérea y afio en el cultivo de lentejas esta entre 35 y 77 (Franco y Ramos, 1996).

Los tallos son delgados y casi erectos que tienden a crecer hacia arriba. Tiene forma

cuadrada que se aprecia al ser cortados transversalmente.

Las hojas son alternas, formadas por un nervio principal del que parten otros
secundarios y con estipulas (Strasburger, et al., 2004). Estan formadas por foliolos
pequefios, ovales y alargados que varian entre los 5 y 8 pares. Presentan color verde y
aparecen zarcillos en la zona superior (Franco y Ramos, 1996), unas modificaciones de

las hojas que permiten a las plantas sujetarse a objetos.

La inflorescencia es en racimo, que puede ser erecto o penduloso. Las flores son
irregulares, hermafroditas, diploclamideas, y con simetria dorsiventral. Se disponen en
racimos axilares, entre el tallo y la hoja. Las flores estdn compuestas por (Strasburger, et
al, 2004):

= Caliz: Formado pon 5 sépalos.

= Corola: Constituida por 5 pétalos. Un pétalo grande con forma de mariposa
(estandarte), dos laterales (alas) y dos ventrales mas o menos soldados (quilla).
La coloracion de los pétalos puede ser azul palido, morado, rosado o blanco.

= Gineceo: Formado por un carpelo Unico.

= Androceo: Diez estambres que envuelven al pistilo, nueve soldados y uno libre.

La formula floral es igual para toda la subfamilia Papilionoideas es:

K(5) C5 A(10) 6 A(9)+1 G1
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Figura 2. Formula floral (www.biolib.de).

Los frutos son simples, dehiscentes y monocarpelares. Tienen dos lados atravesados por
un nervio. Se abren por la linea de sutura del carpelo (Strasburger, et al, 2004). La vaina
mide entre 6 y 20 milimetros de longitud y de 3 a 12 milimetros de ancho, conteniendo
dos o tres semillas en su interior (Franco y Ramos, 1996). Siendo variable el tamafio del

fruto y semilla en funcion de la variedad.

La estructura de la semilla de lenteja es similar a la de otras leguminosas grano
(Aykroyd, Doughty y Walker, 1982; Salunkhe, Kadam y Chavanet, 1985), pero su

envoltura es méas delgada (Hughes y Swanson, 1986).

Los componentes basicos de la semilla son tres: la envoltura (8%); cotiledones (90%) y

embrion (2%), incluyendo la radicula, plamula y eje embrionario (Bhatty, 1988).

La envoltura se divide en dos capas, testa o envoltura externa y tegmen o envoltura
interna. La radicula contiene el embridn, el cual tomara las sustancias necesarias para
su desarrollo del cotileddn. El cotileddn esta constituido mayoritariamente por almidén.
La pldmula es la parte desde la que se formaran el tallo y las primeras hojas de la

lenteja.
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Figura 3. Estructura de la semilla de lenteja (www.biolib.de).

La germinacion de la semilla de lenteja es hipogea, los cotiledones permanecen
enterrados, Unicamente la plumula atraviesa el suelo, lo que disminuye la probabilidad
de muerte por congelacion, desecacion, pastoreo, ataques de insectos o toxicidad debido
a productos agroquimicos. Para germinar necesita al menos una temperatura de 15 °C,

situandose su temperatura optima de germinacion entre los 18 y 21°C (Franco, Ramos,

1996).

Una vez depositada la semilla en el suelo y bajo condiciones adecuadas esta comienza
su germinacion. Tras la germinacion comienza la emergencia de la plantula y
crecimiento de la raiz principal. El siguiente estadio es en una planta de cuatro hojas,
seguido del desarrollo de las raices secundarias. Posteriormente aparecen las ramas
secundarias y a continuacion las terciarias. A la postre comienza la floracion. La
floracion es escalonada, estructurandose en tres pisos, y dandose de arriba hacia abajo.

La aparicion de las vainas es secuencial, debido al escalonamiento floral (Franco,

Ramos, 1996).

Son plantas C3, denominadas plantas normales, no tiene adaptaciones fotosintéticas

para reducir la fotorrespiracion.
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1.4. VARIEDADES

El origen de la lenteja surgi6 en el sureste de Asia, desde alli se extendié a las zonas
limitrofes hasta distribuirse por toda Asia y Europa. Las legumbres son uno de los
cultivos mas antiguos y mas importantes consumidos en Europa y Asia (Gumienna et
al., 2009). Posteriormente se extendio por el resto de continentes. Las leguminosas no
han sufrido una seleccién, como si se ha dado en los cereales, con el fin de aumentar su
resistencia a plagas y enfermedades. Las lentejas que se cultivan y comercializan no
pueden definirse como variedades puras, ya que son la consecuencia de cruces entre

variedades y son reempleadas para siembra durante afios (Franco, Ramos, 1996).

Pueden ser divididas en subgrupos teniendo en cuenta el tipo, el cual es reconocido a
simple vista debido a su tamafio y color que ademas engloba cambio en su composicion
quimica. A continuacion se describen algunas de las principales variedades que se

pueden encontrar:

= Lenteja de La Armufia: es de gran tamafio, su tamafo varia entre 6 y 9 mm de

didmetro. Son de color verdoso con algunos granos jaspeados y microjaspeados,
un tipo de moteado que las distingue de las demas variedades de lentejas
castellanas. Dentro de las la lenteja de La Armufia se distinguen dos tipos, la
Guarefia y La rubia de La Armufia. La Guarefia se ha obtenido a partir de una
seleccion en masa por tamafio y produccion de la lenteja Rubia de La Armufia.
Su principal zona de cultivo esta en la Region de La Armufia, Salamanca. Las
lentejas llevan la etiqueta de calidad Indicacion Geogréafica Protegida otorgado
por el reglamento (CE) 510/206 de la Comunidad Econémica Europea como
Indicacién Geografica Protegida Lenteja de La Armufa. Se comercializa

envasada ya que no esta permitida su venta a granel con el distintivo de IGP.

Figura 4. Imagen de lenteja de La Armufia, tipo Guarefia (proporcionada por la IGP).
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Lenteja Rubia Castellana: una de las variedades con semillas mas grandes, posee

un tamafio entre 7 y 9 milimetros. Lenteja de coloracion verde clara con algunas
motas mas oscuras, que se denominan lentejas avinatadas. A causa de la luz se
oxidan y se van oscureciendo con el tiempo. Su grano es ancho, aplastado, con
forma de lente. Su principal zona de cultivo en Espafia estd en la comunidad

autonoma de Castilla la Mancha.

Figura 5. Imagen de lenteja Castellana

Lenteja Pardina o lenteja Francesa: es de pequefio tamafio, con un didmetro que

varia entre 3 y 5 mm. De color marrén terroso 0 marron rojizo con pequefios
puntos negros en su piel y albumen amarillo. Este tipo se puede cultivar en
Espafia con la etiqueta de calidad Indicacion Geografica Protegida Lenteja de
Tierra de Campos bajo las condiciones fijadas por el consejo regulador de dicha

IGP, siendo esta zona donde se concentra su mayor produccion en Espafa.

Figura 6. Imagen de lenteja Pardina
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= Lenteja Verdina, lenteja Eston o lenteja de Lanzarote: es de pequefio tamafo,

varia entre 3,5y 5 mm de didmetro. Tiene color verde claro, similar a la lenteja
Rubia Castellana. Su cultivo en Espafia se concentra en Castilla y Leon.

Figura 7. Imagen de lenteja Verdina

» Lenteja Beluga o lenteja Caviar: Se reconoce visualmente con facilidad debido

a su color negro brillante. El cotiledon es de color amarillo. Es de tamafio muy
pequefio y de forma semiesférica. Debe sus denominaciones al parecido visual

que tienen con el caviar de Beluga.

Figura 8. Imagen de lenteja Beluga
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= Lenteja Crimson o lenteja Coral: Lentejas pequefias, con un tamafio

comprendido entre los 3 y 5 mm de didmetro, procedente de Turquia. Su

albumen es de color rojizo.

Figura 9. Imagen de lenteja Crimson

= Lenteja Urad dal: lentejas blancas procedentes de India.

Figura 10. Lenteja Urad dal. (http://kgpexports.com/my-product/black-gram-urad-dal/).

De los tipos de lentejas anteriormente citados, historicamente han sido cultivados en
Espafia los cuatro primeros, lenteja de La Aarmufia, Rubia Castellana, Pardina y

Verdina.
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Ademas de por su variedad, las lentejas se pueden dividir en funcion de su tamafio
(Braulina, 1930).

o Raza macrosperma. El peso de 100 semillas debe ser superior a 4,5 g. Se
caracterizan por fruto grande, que puede variar entre 15 y 20 mm de longitud, en el
que de contienen semillas planas con un didmetro que oscila entre los 6 y 8 mm.
Las plantas varian entre los 25 y 75 cm de altura.

o Raza microsperma. El peso de 100 semillas debe ser inferior a 4,5 g. Su fruto es de
menor tamafio que en la raza macrosperma, en este caso varia entre los 6 y 15 mm
de longitud. Al igual que su fruto, sus semillas también son de menor tamafio,
oscilando entre los 3 y 6 mm de diametro. La altura de la planta estéa entre los 15 y
35cm.

La mayoria de los tipos de lenteja autoctona espariola, son macrospermas, entre las que

destacan las lentejas tipo de La Armufia y la lenteja Rubia Castellana.

Por otro lado, las lentejas se pueden comercializar con piel o sin piel. Un claro ejemplo
es la lenteja Castellana, que se comercializa sin piel con el nombre de lenteja amarilla

pelada. La lenteja Crimson también se suele comercializar pelada.

1.5. EXIGENICAS DEL CULTIVO

1.5.1. CLIMATICAS

El cultivo de lenteja tiene una alta variabilidad genética y estan bien adaptadas a

diferentes condiciones climaticas.

Son cultivadas en invierno, donde los inviernos son suaves, y donde los inviernos son

severos se suelen sembrar en primavera (Franco, Ramos, 1996).

En la comarca de La Armufia se siembran en otofio aprovechando el periodo de lluvias,
que facilitara su correcta nascencia. Aunque la lenteja es un cultivo de secano, ya que
tolera bien la carencia de agua, sus necesidades hidricas son mayores durante la
emergencia. Para su desarrollo necesitan unas precipitaciones anuales de 250 a 800 mm

por metro cuadrado. Le perjudica bastante las nieves y los rocios.

Para germinar necesitan una temperatura minima de 15°C, siendo su temperatura 6ptima
entre los 18 y 25°C (Franco, Ramos, 1996).
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1.5.2. EDAFICAS

El cultivo de lentejas tolera bien la sequia, en cambio tolera peor los suelos encharcados
y mal drenados (Franco, Ramos, 1996).

Su crecimiento se ve favorecido por suelos profundos, ricos en materia orgéanica,
arenosos, calizos y sueltos para evitar causar podredumbre en la parte radicular de la
planta.

Es un cultivo muy sensible a la salinidad (Ayoub, 1977; Saxena,1981), por ello suelos
con presencia de sal puede ser un obstaculo para el rendimiento en la produccién de
lenteja.

Las leguminosas son cultivos que se han utilizado durante afios para aportar nitrogeno al
suelo y asi obtener un mejor rendimiento en rotaciones con otros cultivos como
cereales. Se desarrollan bien en suelos con un pH comprendido entre 5,5 y 9 (Saxena,
1981) pero si el pH es menor 4 no existe nodulacion, y si es superior a 9 disminuye la

fijacion de nitrogeno por los nddulos ubicados en la raiz de planta (Tay, 1979).

1.6. ENFERMEDADES Y PLAGAS

Las enfermedades y plagas pueden disminuir el rendimiento obtenido por cosecha, pero
ademas estas influyen en la composicion de los metabolitos secundarios de las plantas,

que en ocasiones se generan como respuestas a estas.

Las principales enfermedades que afectan a las lentejas estan producidas por los

siguientes hongos:

-Fusarum oxysporum y Fusarum sp. lentis: Estos hongos producen la marchitez

vascular, una de las enfermedades mas extendidas a nivel mundial (Franco y Ramos,
1996). Provoca la muerte de las plantas que se ven afectadas. Se ve favorecido cuando
las temperaturas oscilan entre 17 y 31°C; el pH se situa entre 7,6 y 8; y la humedad del
suelo es del 25% (Khame, 1981). Para evitar los dafios es aconsejable evitar el

monocultivo, evitar suelos muy hiumedos.

- Ascochyta fabae. Es el hongo es el causante de la rabia o ascoquitosis en lentejas. Los

dafios caracteristicos se manifiesta en hojas, tallos, vainas y semillas (Diaz, 1993).
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Aparecen manchas a lo largo de la planta de forma circular, oscuras con un color
blanquecino en el interior, pudiendo secar las hojas. Las semillas atacadas presentan la
piel arrugada y con manchas color café en los bordes, y finalmente aparece el micelio
blanquecino del hongo. Los ataques en hojas y tallos provocan una disminucion de
rendimiento, pero los ataques en semillas provocan la inutilizacion de estas para el
consumo humano por el rechazo que provoca dichas manchas para el consumidor,
destindndose esas semillas infectadas para el consumo animal, ya que tampoco se
pueden destinar para resembrar porque el hongo permanece en ellas, lo que provocaria
una menor nascencia y la contaminacion de la cosecha (Franco y Ramos, 1996).

Las principales plagas que afectan a las lentejas son:

-Pulgones: Hay muchas variedades de pulgones, y estos afectan a gran cantidad de
plantas. La especie de pulgon que mas ataca al cultivo de la lenteja es Aphys craccivora
(Bovey, 1984). La sintomatologia que presenta es la aparicion de zonas secas en hojas y
tallo, que van progresando hasta secar la planta si el ataque es muy severo (Franco,
Ramos, 1996).

-Gorgojos: Hay varias especies de gorgojos, algunas de ellas afectan a otras
leguminosas como el garbanzo. Las especies de gorgojos que afectan a la lenteja son
Bruchus lentis y Bruchus sinaticornis .Las hembras taladran el grano, donde realizan la
puesta. La larva, vive en el interior del grano donde se alimenta (Franco y Ramos,
1996). Las semillas atacadas por las larvas quedan desprovistas para el consumo, pues
quedan agujereadas Yy vacias en su interior. También comen los embriones por lo que la
semilla agorgojada no puede ser utilizada para la siembra. Las larvas de gorgojo
realizan su ciclo bioldgico dentro de la semilla por lo que después de la recoleccion se

pueden extender en el lugar de almacenamiento (Alonso, 1993).
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2. DISTRIBUCION DEL CULTIVO (datos de la FAO y MAPAMA)
2.1. SITUACION A NIVEL MUNDIAL

Se han encontrado evidencias de que las antiguas civilizaciones de Mesopotamia

cultivaban legumbres como guisantes, habas y lentejas ya en el 8 000 a.C

La lenteja, es una leguminosa, cuya principal finalidad es el consumo humano. Se
conocen como legumbres, debido a que cosechan con el fin de obtener la semilla seca.
No se consideran los cultivos que se recolectan verdes como guisantes verdes o judias
verdes; estos se catalogan como hortalizas. Ademas, tampoco se incluyen, los cultivos

cuyo fin es la extraccion de aceites para biocombustible como el mijo.

El cultivo de las leguminosas es importante para la rotacion con cereales debido a su
capacidad de fijar el nitrogeno, lo cual hace que este tipo de plantas sean mas
cultivadas.

La lenteja es relativamente tolerante a la sequia y su distribucion es cosmopolita, se

cultiva en todo el mundo.
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Figura 11. Produccion mundial de las legumbres desde 1990 hasta 2014.
(Millones de toneladas). Gréafico obtenido de FAO. http://www.fao.org/3/a-i5528s.pdf

La figura anterior muestra la evolucion de la producciéon mundial de leguminosas desde
1990 hasta 2014.

La produccion de legumbres desde los comienzos de los afios 90 a nivel mundial ha
permanecido casi constante, produciéndose un ligero aumento. Contrasta con el
crecimiento del cereal, que gracias a los avances tecnoldgicos ha tenido un aumento

mucho mas pronunciado.
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En el caso concreto de la lenteja, desde 1990 hasta 2014 tuvo un ligero aumento de la
produccion, més notable desde el afio 2008. Apenas ha tenido variaciones de
produccion, en contraste con los guisantes o alubias, donde sus lineas de produccion

presentan mas oscilaciones.

Su produccion total es mucho menor que la de otras leguminosas como frijoles,

garbanzos y guisantes.

Tablal. Produccion mundial de las principales legumbres, afio 2013 (miles de toneladas) Tabla obtenido de FAO.
http://www.fao.org/3/a-i5528s.pdf

GUISANTE LENTEJA GARBANZO FRUOL HABA
5.323 45 156 503 589
390 103 391 3.470 1.137 LA
2.050 2.076 7.889 8.762 1.892
4.669 1.079 a7l 6.870 168
340 135 309 46 218

En la tabla anterior se muestra la produccion de las principales legumbres por

continentes en el afio 2013, expresadas como miles de toneladas.

El frijol fue la leguminosa mas producida a nivel mundial, seguida por el guisante, el

garbanzo, la haba y la lenteja.

Con los datos de la anterior tabla se va a extraer el porcentaje de lentejas producidas en

cada continente, con el fin de un andlisis mas objetivo.

Alrica

Europa
1,3%

America
31,4%

Asia
60,40‘

Figura 12. Produccién mundial de lentejas, afio 2013. Grafico obtenido de FAO. http://www.fao.org/3/a-i5528s.pdf
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La figura anterior muestra el porcentaje de lentejas producidas, dividido por continentes
en el afio 2013.

Asia fue el principal productor de legumbres mayoritarias con mas de 22 millones de
toneladas, y ademas fue el maximo productor de lentejas con un millén en el afio 2013.
En este continente se produjeron mas de la mitad de las lentejas a nivel mundial. Los
paises asiaticos que mas lentejas producen son la India y China.

América es el segundo continente con mayor produccion de lentejas. Sobre todo, la
produccion de estas leguminosas se da en América del Norte, destacando Canada como
pais mas productor dentro de este continente.

Europa es el tercer productor de las principales leguminosas, pero en el caso de las
lentejas es el ultimo. El cultivo de lentejas en Europa se da principalmente en la zona
mediterranea.

® Emirates  EXportaciones lentejas, 2013
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Unidos
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Figura 13. Exportaciones de lentejas a nivel mundial durante el afio 2013. Gréfico obtenido de MAPAMA

http://www.mapama.gob.es/es/agricultura/temas/producciones-agricolas/situacionmercadoopl31marzo2016 tcm7-
417146.pdf
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La figura anterior muestra las exportaciones de lentejas a nivel mundial durante el afio
2013.

El primer exportador y uno de los méximos productores a nivel mundial es Canada,

exportando el 68% de las lentejas que se exportan en el mundo.

Como principales exportadores no aparecen paises asiaticos, que destacaban como
maximos productores de lentejas. Esto es debido a su gran consumo de lentejas, y
ademas importan este tipo de leguminosas.

Entre los principales exportadores no destaca ningun pais de la Union Europea,
siguiendo la linea de lo anteriormente visto en la produccion de dichas legumbres.

2.2. SITUACION A NIVEL EUROPEO

La figura 14 muestra la evolucion de la superficie ocupada por las principales

leguminosas en la Union Europa desde 2010 hasta 2014, y la media de esos 5 afios.

Superficie de leguminosas grano en UE

e s (hectareas)
300.000 T
250.000
200.000 R
s pr—
150.000
100.000
50.000
2010 2011 2012 2013 | 2014(") | Medias
OVezas 75.347 87 572 123473 96 795 99672 96 572
B Garbanzos 42 802 46.095 48 534 42862 | 40440 44 147
|Lentejas 50360 @ 60642 60960 | 55540 | 54662 | 58233
DJudiassecas| 86888 | B4642 B5355 | 87.790 | 108415 90618

Figura 14. Superficie de leguminosas grano en la UE (hectareas). Gréfico obtenido de MAPAMA
http://www.mapama.gob.es/es/agricultura/temas/producciones-agricolas/situacionmercadoopl31marzo2016 tcm?7-

417146.pdf
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Las leguminosas méas cultivadas en la Union Europea son las vezas, las judias, las

lentejas y los garbanzos, por orden descendente de superficie cultivada.

La lenteja es la tercera legumbre en superficie cultivada en la Union Europea;
dedicandose a este cultivo casi la mitad de superficie que a los dos primeros, la veza y
las judias secas.

Durante los afios 2013 y 2014 el cultivo de la lenteja tuvo un descenso en relacion a la
superficie.

Produccion de leguminosas grano en UE
(toneladas)
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2010 2011 2012 2013 2014 (*) | Medias

OVezas 93.162 82.061 95424 | 116471 | 122.446 | 101.913
OGarbanzos 45728 45.585 39.931 47.630 45.407 44856
B| entejas 66.270 53.278 50.827 74.275 73.995 63.729
OJudias secas| 151.246 @ 145587 | 135.114 | 167.862 | 230.944 | 166.151

Figura 15. Produccion de leguminosas grano en la UE (toneladas). Gréafico obtenido de MAPAMA
http://www.mapama.gob.es/es/agricultura/temas/producciones-agricolas/situacionmercadoopl31marzo2016 tcm?7-

417146.pdf

La figura anterior muestra la produccion de las principales leguminosas en la Union

Europa desde 2010 hasta 2014, y la media de esos 5 afios.

Las leguminosas con mayor produccion en la Unidn Europea son las vezas, las judias,
las lentejas y los garbanzos; coincidiendo con lo anteriormente visto en superficie

cultivada.
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Las judias, son las leguminosas con mayor produccion, y las segundas en superficie
cultivada, por lo que su rendimiento es mayor que la veza y ademas también tiene un

rendimiento mayor que las lentejas y los garbanzos.

La lenteja es la tercera legumbre en produccion, al igual que en el caso de superficie
cultivada.

Durante los afios 2013 y 2014 el cultivo de la lenteja tuvo un aumento de su produccién
respecto a los afios anteriores, lo que contrasta con un descenso de superficie cultivada,

obteniéndose asi en esos ultimos afios un mejor rendimiento del cultivo.

2.3. SITUACION A NIVEL DE ESPANA

La figura 16 muestra la superficie ocupada por las principales leguminosas en Espafia
desde 2010 hasta 2015, y la media de dichos afios.

Superficie de leguminosas grano en Espafia
(miles de hectareas)
300
250 ___ — ]
200
150
100
) ! !
0 | 2010 | 2011 2012 [ 2013 2014 | 2015(*) | Medias
B'eros 4440 | 5810 | 7310 | 24,0 10520 | 7520 | 7298
DVezas 93,10 | 10550 | 10020 | 7140 9470 | 10050 | 94,18
DGarbanzos | 3070 | 3610 | 3380 | 2730 3860 | 3810 | 33,30
BLentejas 2950 | 3850 | 3830 | 3150 3140 | 3070 | 3344
OJudias secas| 7,10 7,00 6,60 6,80 7,70 8,890 7,35

Figura 16. Superficie de leguminosas grano en Espafia (miles de hectéreas). Grafico obtenido de MAPAMA
http://www.mapama.gob.es/es/agricultura/temas/producciones-agricolas/situacionmercadoopl31marzo2016 tcm7-

417146.pdf

28


http://www.mapama.gob.es/es/agricultura/temas/producciones-agricolas/situacionmercadoopl31marzo2016_tcm7-417146.pdf
http://www.mapama.gob.es/es/agricultura/temas/producciones-agricolas/situacionmercadoopl31marzo2016_tcm7-417146.pdf

Las leguminosas mas cultivadas en la Espafia son las vezas, los yeros, las lentejas, los

garbanzos y las judias por orden descendente de superficie ocupada.

La lenteja ocupa la tercera posicion en superficie cultivada de leguminosas en Espafia.
Se cultiva una tercera parte de superficie que de vezas, la leguminosa méas cultivada,
pero cuyo fin es la alimentacion animal. Respecto al garbanzo, la superficie destinada es
similar, ambas son las leguminosas con mayor superficie en Espafia cuyo fin es la

alimentacion humana.

Durante los afios 2013, 2014 y 2015 el cultivo de la lenteja tuvo un descenso en relacién
a la superficie respecto a los dos afios anteriores, 2011 y 2012. Este misma evolucion de
apreciaba en la Union Europea.

Produccion de leguminosas grano en Espaiia
(miles de toneladas)

300
250 — —
200 [ | [
150 L — —
100 —
50
0 Media &
2010 | 2011 | 2012 | 2013 2014 2015() '3
=== Yeros | 4990 | 4520 | 6010 | 9020 10320 5630 69,72
= Vezas | 10370 | 9950 | 6010 | 8530 = 7900 8780 | 8552
== Garbanzos 30,10 | 3240 | 2000 | 2610 3400 2770 | 2852
| entejas 2270 | 2040 | 1510 | 4060 2390 2010 | 2454
c—Judiassecas | 12,20 | 11,70 | 10,00 | 11,30 1260 1820 | 1156
—+—Rdto. vezas 105 | 100 | 057 | 08 @ 111 093 | 091
—e— Rilto. yeros 112 | 102 | 103 | 123 123 054 | 096
== Rio. lentejas 077 | 069 | 039 | 112 076 064 | 073
—=—Rlo.garbanzos| 098 | 106 | 055 | 077 @ 125 | 072 | 086

Figura 17. Produccién de leguminosas grano en Espafia (miles de toneladas). Gréafico obtenido de MAPAMA

http://www.mapama.gob.es/es/agricultura/temas/producciones-agricolas/situacionmercadoopl31marzo2016 tcm?7-
417146.pdf
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La figura anterior muestra la produccion y rendimiento de las principales leguminosas

en Esparia desde 2010 hasta 2015, y la media de esos 6 afios.

Las leguminosas con mayor produccién en la Espafia son las vezas, los yeros, los

garbanzos, las lentejas y las judias.

La lenteja ocupa la cuarta posicion en produccion de leguminosas en Espafa, al
contrario que en superficie, que ocupaba la tercera.

De las principales leguminosas, la lenteja es la que peor rendimiento tiene de media a lo
largo de los 6 afios. En cambio, en la Union Europea la lenteja superaba al garbanzo en
rendimiento; y las vezas tenian un rendimiento muy superior al de los garbanzos, siendo

en Espafia muy similares

El mayor rendimiento entre los afios 2010 y 2015 de las lentejas se dio el afio 2013, solo

superada por los yeros

2.4. SITUACION POR COMUNIDADES AUTONOMAS

En Espafia diversas comunidades tienen indicativos de calidad para algunas de las
leguminosas mas cultivadas en el pais. Los principales indicativos de calidad presentes
en leguminosas son indicaciones geograficas protegidas, existiendo dos denominaciones
de origen protegidas, Fesols de Santa Pau y Mongeta del Ganxet ambas en Catalufia.
Las indicaciones geograficas protegidas existentes en Espafia son Faba Asturiana en
Asturias, Faba de Lourenza en Galicia, Alubia de La Bafieza-Leon, Garbanzo de
Escacena en Andalucia, Garbanzo de Fuentesauco, Judias de El Barco de Avila, lenteja

de La Armufia y lenteja de Tierra de Campos en Castilla y Leon.
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Superficie de leguminosas grano por CCAA

Campaiia 2015/2016 (*)
253.400 ha
O Extremadura - Am:?:da u %uo:(’ 8 Galicia
2% X S 1%

B8 C. Mancha @ C Ledn
46% 32%

Figura 18. Superficie de leguminosas grano por CCAA. Campafia 2015/2016. Grafico obtenido de MAPAMA
http://www.mapama.gob.es/es/agricultura/temas/producciones-agricolas/situacionmercadoopl31marzo2016_tcm7-

417146.pdf

La figura anterior muestra la superficie del conjunto de leguminosas grano dividida por

comunidades autbnomas.

Castilla la Mancha es la comunidad con mayor superficie en Espafia destinada a este
tipo de cultivos, seguida por Castilla y Leon, brindando entre ambas mas del 75% de la

superficie que de dedica en este pais al cultivo de estas especies.

Produccion de leguminosas grano por CCAA

Campaia 2015/2016 (*)
210.100 t
O Extremadurs 8 Andalucia D Otras @ Gal
R e 2%

L

Aragon
7%

B C. Mancha

43% 8 C Ledn
31%

Figura 19. Produccion de leguminosas grano por CCAA. Campafia 2015/2016. Gréfico obtenido de MAPAMA
http://www.mapama.gob.es/es/agricultura/temas/producciones-agricolas/situacionmercadoopl31marzo2016 tcm7-

417146.pdf
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La figura anterior indica la produccién de leguminosas grano dividida por comunidades

auténomas en Espafia.

Los dos mayores productores son Castilla la Mancha y Castilla y Ledn, teniendo casi el
75% de la produccion a nivel espafiol de leguminosas grano. En Castilla y Ledn se
encuentran las dos Indicaciones Geogréaficas Protegidas de lentejas, Lenteja de La
aramufia y Lenteja de Tierra de Campos. Ademas de las IGP de lentejas, en esta
comunidad se concentran la mayoria de IGPs de otras legumbres, IGP Garbanzo de
Fuentesauco, IGP Judias de El Barco de Avila y IGP Alubia de la Bafieza-Leon.

Los porcentajes de produccion son muy similares a los porcentajes de superficies por lo
que indica que los rendimientos son muy similares en el conjunto de comunidades; con
excepcion de Aragén, que posé el 7 % de la produccion, cuando solo tenia el 4 % de

superficie, lo que indica un rendimiento mucho mayor que el resto de comunidades.

3. INDICACION GEOGRAFICA PROTEGIDA

Las designaciones de indice geografico protegido (IGP), estan reguladas por la Union
Europea, en el Reglamento (CE) 510/2006, de 20 de marzo de 2006, sobre proteccion
de las indicaciones geograficas y de las denominaciones de origen de los productos

agricolas y alimenticios.

Ese reglamento, define como IGP como el nombre de una region, de un lugar
determinado o, en casos excepcionales, de un pais, que sirve para designar un producto

agricola o un producto alimenticio:
- Originario de dicha regidn, de dicho lugar determinado o de dicho pais,

- Que posea una cualidad determinada, una reputacion u otra caracteristica que pueda

atribuirse a dicho origen geografico.

- Cuya produccion, transformacién o elaboracion se realicen en la zona geografica

delimitada.

Por consiguiente en la IGP no es obligatorio que la produccién, la transformacion y la

elaboracidn se realicen en la misma zona geogréfica.
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3.1. IGP DE LENTEJAS EN ESPANA

En Espafia hay dos indicaciones geogréficas protegidas de lentejas, ambas en la
Comunidad Auténoma de Castilla y Leon, IGP Lenteja de La Armufia e IGP Lenteja de

Tierra de Campos.

La IGP Lenteja de La Armuiia se cultiva en la zona norte de la provincia de Salamanca.
La variedad permitida en el pliego de condiciones del consejo regulador es lenteja
Rubia de La Armufia.

La IGP Lenteja de Tierra de Campos es producida en cuatro provincias, Ledn, Palencia
Valladolid y Zamora, permitiéndose solo en parte de estas, delimitada en el pliego de
condiciones de la IGP. La variedad permitida para el cultivo dentro de esta IGP es de la

variedad Pardina.

Ambas son lentejas muy diferentes, se distinguen con facilidad visualmente. La pardina
es una lenteja de color mas oscuro y tamafio mas pequefio que la Rubia de La Armufia,

como Yya se ha expuesto en el apartado Variedades.

3.2. IGP LENTEJA DE LA ARMUNA

En el afio 1992 se reconoce la Denominacion Especifica Lenteja de La Armufia, antes
de la creacion de la Unidn Europea, por la Comunidad Econdmica Europea. Un afio mas
tarde se aprobaria el reglamento especifico donde se incluian todos los factores a tener
en cuenta desde su siembra hasta su llegada al consumidor. Con la entrada de la Union
Europea se modifican las Denominaciones Especificas, y esta se pasa a llamar IGP

Lenteja de La Armufia en el afio 1996.

3.2.1.REQUISITOS

Son lentejas procedentes de la variedad Rubia de La Armufia, dentro de las cuales se
encuentran las Guarefias. Las lentejas Guarefias son una seleccion en masa de las Rubias

de La Armufia, en funcion del tamafio, que se han realizado a lo largo de los afios.
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Se comercializan secas; se caracterizan por su color verde claro, son lisas o jaspeadas,
miden hasta 9 mm de didmetro, enteras, con un contenido maximo de humedad del
15%, cuya finalidad es la alimentacion humana. Solo se pueden distribuir las categorias

Extra y Primera.

En el mercado se clasifican en tres tipos en funcion de su calidad:

e Calidad superior: extra
e Buena calidad: primera |
e Calidad comercial: segunda Il

Tabla 2. Caracteristicas analiticas recogidas en el pliego de condiciones
de la IGP Lenteja de La Armufia.

Contenido en 100grs Media
N° de semillas 1.547
Humedad 10,64
Hidratos de Carbono 55
Proteinas 26,28
Grasa 0,87
Fibra Bruta 4,72
Cenizas 2,49
Calcio 0,02
Magnesio 0,08
Hierro (mg/kg) 57,67

La zona de produccion de lentejas IGP Lenteja de La Armufia es la formada por los
siguientes términos municipales pertenecientes en su mayoria a la comarca de La

Armula, situada al norte de la provincia de Salamanca, que da el nombre a esta IGP:

Aldealengua, Aldeanueva de Figueroa, Aldearrubia, Almenara de Tormes, Arcediano,
Cabazabellosa de la Calzada, Cabrerizos, Calzada de Valdunciel, Castellanos de
Moriscos, Castellanos de Villiquera, Espino de La Orbada, Forfoleda, Gomecello,

Monterrubio de La Armufia, Moriscos, Negrilla de Palencia, Orbada, Pajares de la
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Laguna, Palencia de Negrilla, Parada de Rubiales, Pedrosillo el Ralo, Pedroso de La
Armufa, Pitiegua, Salamanca (parte del término municipal situada en la margen derecha
del rio Tormes), San Cristébal de La Cuesta, Tardaguila, Topas, Torresmenudas,
Valdunciel, Valverdon, Vellés (La), Villamayor, Villares de La Reina y Villaverde de
Guarefia.

Ademéas de cumplir dichas condiciones de variedad y poblacion, para poder
comercializarse como Lenteja de La Armufia, la superficie donde van a ser cultivadas
debe ser adscrita al Consejo Regulador de la IGP y las practicas de cultivo seran
autorizadas por dicho consejo.

Una vez obtenido el producto, la semilla debe ser manipulada exclusivamente en
industrias registradas en el Consejo Regulador, y deben estar situadas en la zona de
produccion.

Junto a la etiqueta de la marca comercial que envasa las lentejas, debe ir la marca de

conformidad, Lenteja de La Armufia, con el siguiente logotipo.

LENTEJA DE_
LA ARMUNA

Figura 20. Logotipo Lenteja de La Armufia.
(http://www.meetspain.es/denominacion/arroz/lenteja_armuna.html).

Las etiquetas de las marcas comerciales deben ser aprobadas por el Consejo Regulador.

Los envases iran con el precinto de garantia, etiquetas o contraetiquetas numeradas y

expedidas por el Consejo Regulador.
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4. COMPOSICION QUIMICA Y NUTRICIONAL

Las leguminosas aprovechadas para el consumo humano se diferencian en dos grupos.
Se conocen como hortalizas a aquellas que se consumen las semillas o vainas sin

madurar, y como legumbres las semillas secas que han sido separadas de las vainas.

La lenteja es una leguminosa de la cual se consume el grano seco. Como todas las
legumbres, su caracteristica mas destacable en cuanto a su composicion es el alto
contenido en proteinas de origen vegetal con respecto a otros alimentos. Esta proteina es

deficitaria en metionina, un aminoacido esencial en la dieta humana.

La proteina de los alimentos de origen vegetal es de bajo valor bioldgico, porque esta es
no contiene algun amino&cido esencial en las cantidades necesarias para el desarrollo
humano. La metionina, deficitaria en lentejas, puede ser suplida con otros vegetales
ricos en ella como los cereales, o por alimentos de origen animal, cuyas proteinas son de

alto valor bioldgico.

Las semillas de lentejas también tienen un contenido alto en minerales, principalmente
calcio y hierro. El hierro aportado por los alimentos vegetales es menos asimilable que
el introducido en la dieta por alimentos carnicos al ser hierro no hemo, que no forma

parte de la hemoglobina.

También poseen una actividad alta de la enzima lipoxigenasa, provocando que se
desarrollen sabores y olores desagradables durante el almacenamiento en condiciones
adversas (Bhatty, 1988).

4.1. COMPOSICION NUTRICIONAL

Los datos sobre composicion nutricional en lentejas son muy dispares, y estos dependen
del tipo o variedad de lenteja, ademas de las condiciones de cultivo y medioambiente.
Varios autores han unificado la composicion nutricional, siendo una de las mas

recientes y completas la unificacién realizada por (Moreiras et al., 2013).
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Tabla 3. Tabla modificada de la composicion nutricional de lentejas. (Moreiras, 2013).

Gramos por 100g de
Compuesto porcion comestible

Proteinas (g) 23,8

Hidratos de carbono (g) 54,0

Agua (9) 8,7

Hierro (mg) 7,1

Magnesio (mg) 78,0

Sodio (mg) 12,0

Fosforo (mg) 240,0

Tiamina (mg) 0,5

Equivalentes niacina (mg) 5,6

Folatos (ug)

Vitamina A: Eq retinol (ug) 10,0
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4.1.1. HIDRATOS DE CARBONO

Los gldcidos poseen el mayor porcentaje en la composicion quimica de las lentejas. Su
cantidad puede variar entre el 43% al 70% (Yadav et al., 2007). Existen estudios mas
recientes que sitdan la cantidad de estos entre un 54% para (Moreiras et al., 2013) y un
61,22% por (Molares et al., 2016), ambos dentro de los parametros fijados

anteriormente.

Para lentejas cultivadas en Espafa se estima el contenido en 60,8% para la variedad de
la Armuiia, en 61,1% para la variedad Pardina y en 60,1% para la variedad Rubia
Castellana (Morales et al., 2016).

La parte de la semilla de lenteja mas abundante es el cotiledon, el cual estd formado
mayoritariamente por almidon, siendo este uno de los compuestos mayoritarios llegando
a constituir entre 41,5% y 46,5% (Wang y Daun, 2006).

El almidon esta compuesto por amilosa y amilopectina, dos polisacaridos. En lentejas,
el contenido de amilosa varia entre el 20,7% y el 455%, dependiendo de las
condiciones del cultivo y la variedad analizada. El contenido de amilopectina es

inversamente proporcional al de la amilosa.

Ademas del almidon, aparecen otros hidratos de carbono como monosacaridos,
disacaridos, trisacaridos y oligosacaridos que pueden van desde el 5% hasta el 9%
(Bhatty, 1988). Los azucares libres mayoritarios son rafinosa y estaquiosa. (Newman, ,
1984; Ponz, 1992). La rafinosa es parcialmente causante de flatulencias por el consumo
de lentejas, ya que el sistema digestivo de los humanos no contiene la encima a-
galactosidasa indispensable para su digestion. Esto produce que a la llegada de las
lentejas al intestino, la rafinosa sea degradada por bacterias, que la descompone y

fermenta anaerobicamente produciendo metano.

4.1.2. GRASAS

Las lentejas, como el resto de legumbres, poseen un contenido bajo de grasas. Los datos
de Moreiras et al., (2013) sefialan un contenido en lipidos del 1,8%. En estudios de
especies cultivadas en Canada se indican valores de grasa entre 1% y 1,3% (Wang y
Daun, 2006).
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Para lentejas cultivadas en Espafia se sitla un contenido en grasas de 0,6% para la
variedad de la Armufia; 0,9% para la variedad Pardina; y 0,59% para la variedad Rubia
Castellana, (Morales et al., 2016).

El contenido de grasa se ve afectado por la variedad y condiciones ambientales. EI 90%
de la fraccion lipidica se encuentra en los cotiledones, el 6% en el embrion y el 2% en la
envoltura de la semilla. (Singh et al., 1968) y son mayoritariamente triglicéridos ante los
lipidos conjugados (glucolipidos y fosfolipidos). (Bhatty, 1988).

4.1.1. FIBRA

La cantidad de fibra dietética total varia entre el 11% vy el 26,90% de la composicion
total (‘Yadav et al., 2007), situandose para Moreiras et al., (2013) en el 11,7%, valor que
se encuentra en la parte baja del intervalo antes citado. La fibra dietética esta formada
por la suma de la fibra soluble y de la fibra insoluble.

La fibra insoluble estd compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina; variando entre
el 92% vy el 100% de la fibra dietética (Almeida, 2006). Representan la celulosa y
hemicelulosa el 10%; y lignina entre el 2 y el 3% (Bhatty, 1988) de la composicion
nutricional. La celulosa, hemicelulosa y lignina no tienen propiedades nutricionales pero

actuan favoreciendo el transito intestinal.

La fibra soluble esta formada por pectinas, gomas, mucilagos, y oligosacaridos no

digeribles, y como se ha expuesto anteriormente su contenido es minimo.

4.1.2. PROTEINAS

Las proteinas son el segundo compuesto mayoritario por detras de los hidratos de
carbono con un intervalo del 28% al 32,1% de la composicion total de la lenteja
(Bhatty, 1988). Moreiras et al., (2013) estiman el contenido de proteinas en un 23,8 %,
un dato méas bajo que el anterior expuesto. Las legumbres se caracterizan por un
contenido en proteinas elevado respecto al resto de vegetales, siendo importantes en una

dieta equilibrada.

Para lentejas cultivadas en Espafia, el contenido medio en proteina para la variedad de la
Armufia es 24,69%, para lenteja Pardina 22,23% y para la Castellana 24,99% (Morales

et al., 2016). El dato de las variedades Armufia y Castellana es similar.
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La proteina no se distribuye equitativamente en las diferentes partes de la lenteja. El
90% encuentra en los cotiledones, el 5% en el embrion y el 4% en la cubierta (Singh,
1968).

La proteina mayoritaria en esta semilla en la globulina, con casi el 70% del total.
Seguida de las gluteinas que varian entre el 10% y el 20%, y de las albdminas con un
intervalo del 10% hasta el 20%.

El contenido en aminoacidos varia segun el tipo y las condiciones ambientales. Cabe
destacar el alto nivel de lisina en las lentejas, aminoécido esencial. Por otro lado, el
contenido en metionina y cisteina es bajo, sin llegar su aporte al necesario en la dieta
humana. Los aminoécidos de las legumbres son complementados con los de los
cereales, ya que esos son ricos en metionina y cinteina, y deficitarios en lisina (Bhatty,
1988), lo que produce que aunque la proteina vegetal sea de bajo valor biolégico, una
dieta rica en estos dos grupos de alimentos puede llegar a cubrir las necesidades basicas
de aminoé&cidos, siendo muy interesante para personas vegetarianas y en especial para

veganos.

4.1.3. MINERALES

El contenido de minerales es variable. Los macronutrientes presentes son potasio,
fosforo, calcio, magnesio y sodio; y los principales micronutrientes son hierro, cinc,

cobre o manganeso.

Aunque el contenido en macronutrientes cambie segun el estudio, lo que se mantiene
constante en todos los estudios revisados es el orden de los 4 minerales mayoritarios;
siendo el potasio el mineral mayoritario, seguido del fosforo, magnesio y calcio (Wang
y Daun, 2006; Moreiras et al., 2013; Morales Corts 2016).

Los contenidos de los minerales de mayor interés en lentejas Espafiolas varian entre
0,79%, 0,81% y 0,54% de calcio para as variedades de la Armufia, Pardina y
Castellana; de hierro 0,13% en lentejas de la Armufia, 0,095% en lentejas Pardinas y
0,1% en lentejas Castellanas; y de magnesio de 0,932%, 0,793% y 0,785%, para dichas
variedades (Morales Corts, 2016).

En las lentejas casi el total del fosfora y la mayoria del calcio y del hierro se encuentran

en los cotiledones (Singh et al, 1968).
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No todos los nutrientes existentes en las lentejas son asimilados, ya que esto depende de
su biodisponibilidad debido a la existencia de componentes antinutritivos que los
retienen (Thavarajah et al., 2009).Dichos componentes pueden ser taninos, acido fitico y
oxalato entre otros (Yadav et al., 2007). Estos factores antinutricionales que interfieren
en la digestién de las legumbres tienen una menor proporcion en lentejas que en el resto

de semillas que conforman este grupo.

4.1.4. VITAMINAS

Los folatos son el grupo de vitaminas mayoritarias en lentejas. El resto de vitaminas que
aparecen en su composicion son vitamina C, B3, B6, B2, B1 biotina, acido pantoténico,
Vitamina E, Colina, Vitamina A, K y D (Grusack, 2009) en cantidades muy bajas
excepto la vitamina A con 10 pg/100g de lentejas, siendo asi la segunda méas abundante.

4.1.5. OTROS COMPUESTOS DE INTERES

Las lentejas también contienen otro tipo de compuestos en menor proporcion, los
fitogquimicos. Son sustancias presentes en los alimentos de origen vegetal,
biologicamente activas, que no son nutrientes, pero si potencian la accion de otros

nutrientes, teniendo asi efectos positivos en la salud.

Los fitoquimicos mas destacables son polifenoles, fitoesteroles, y carbohidratos
bioactivos. Por la importancia para este estudio, a continuacion se pasa a hacer una

revision en mas profundidad de los polifenoles y sus propiedades.

5. POLIFENOLES

Los compuestos fendlicos son un grupo heterogéneo de sustancias quimicas presentes
en las plantas. Dichas biomoléculas son bésicas para su fisiologia, debido a que
contribuyen en su morfologia, crecimiento, y reproduccién. También, estan
involucradas en los mecanismos de defensa de las plantas frente a agentes externos
como la agresion de patégenos y predadores, y la radiacion ultravioleta (Bravo, 1998).

Los compuestos fendlicos se caracterizan por la presencia de uno o varios anillos
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fendlicos por molécula, es decir por un anillo aroméatico con uno o méas grupos hidroxilo
adosados a uno de los carbonos del anillo. Habitualmente son producto del metabolismo

secundario de las plantas (Soto-Vaca et al., 2012).

Son compuestos de interés, ya que son los compuestos bioactivos antioxidantes mas
abundantes en la dieta. Asociado a su elevado poder antioxidante, se les atribuye la
capacidad de prevenir obesidad, enfermedades coronarias, colesterol LDL mas bajo (Xu
y Chang, 2010).

Los compuestos fendlicos se clasifican como fenoles simples o polifenoles, en base al
nimero de fenoles que contenga la molécula. Ademas, se pueden clasificar en no
flavonoides o flavonoides; siendo flavonoides aquellos que poseen un esqueleto
compuesto por 15 atomos de carbono formado por dos anillos bencénicos, unidos,

mediante un heterociclo, siendo su estructura C6-C3-C6 (Moreno y Peinado, 2010).

A. No flavonoides

Dentro de los fenoles no flavonoides se incluyen los fenoles simples, acidos fendlicos,

cumarinas, estilbenos, taninos, lignanos y ligninas.

= Fenoles simples:
Los fenoles simples son compuestos que tienen dos grupos hidroxilo, uno en la posicién
1 y otro que puede variar entre las posiciones 2, 3y 4; o tres grupos hidroxilo, uno en la
posicion 1, otro en la 3 y otro que puede variar entre la posicién 2 y 5, en el anillo
aromatico. Estos compuestos fenolicos tienen una demostrada capacidad antioxidante,
ademas de una actividad bioldgica importante como antibioticos antiparasitarios y

citotoxicos (Pefarrieta et al., 2014).

OH OH OH

OH

catechal resorcinal OH
hydroguinone

Figura 21. Estructuras quimicas de los compuestos fendlicos simples mas representativos.
(https://shwebook.com/search?g=catechol).
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= Acidos fendlicos:
Los acidos fendlicos consisten en dos grupos: los acidos hidroxibenzoicos y los &cidos
hidroxicinamicos. Son aril-carboxilicos, es decir con uno o méas grupos hidroxilo en un
Unico arilo. La presencia de mas de un grupo hidroxilo y una mayor separacion del
grupo carbonilo al anillo aromatico aumentan la capacidad antioxidante de estos
compuestos. Los 4cidos hidroxicinamicos son més efectivos en términos de la actividad

antioxidante que los &cidos hidroxibenzoicos (Dziedzic y Hudson, 1984).

- Acidos hidroxibenzoicos:

Su esqueleto quimico tiene la forma C6-C1. Los principales representantes de este
grupo son el acido galico, el acido vainillico y el protocatéquico entre otros, que se
diferencian por la situacion de su nucleo benzoico. Se encuentran en casi todos los
alimentos de origen vegetal, pero especialmente los frutos rojos como los arandanos

donde puede llegar a alcanzar los 270 mg/Kg de peso fresco (Manach et al., 2004).

HO OH O
OH OH

Figura 22. Estructuras quimicas de los principales acidos hidroxibenzoicos. A la izquierda el &cido galico
(https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_g%C3%Allico) ,y a la derecha &cido vainilico
(https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_van%C3%ADIico)

- Acidos hidroxicinamicos:

Su esqueleto quimico tiene la forma C6-C3. Son méas comunes que los &cidos
hidroxibenzoicos. A este grupo pertenecen el acido cumarico, el cafeico y el feralico.
Los acidos hidroxicindmicos se caracterizan por la sustitucion del grupo COOH por el
grupo CH=CH-COOH. El doble enlace aumenta la capacidad antioxidante (Pefiarrieta et
al., 2014). De manera habitual, estos acidos se encuentran glicosilados o esterificado

con &cido quinico. La combinacion del acido cafeico y el &cido quinico forma acido
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clorogénico, que se encuentra en muchas frutas y, especialmente, en el café (Clifford,
2000).

Otro acido fendlico comun es el &cido feralico, es el mas abundante en los granos de
cereales unido mediante enlaces ester a hemicelulosas de la pared celular (D'Archivio,
et al., 2007).

Sustituyentes

C3 C4 Cc5

H OH H p-cumarico
OH OH =] cafeico
OCHs OH H ferdlico

OCH3 OH OCHz sinapinico

Figura 23. Estructura quimica del &cido cinamico, y &cidos hidroxicindmicos
(https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_hidroxicin%C3%Almico).

= Cumarinas:

La cumarina pertenecen a la familia de las benzo- o —pironas, contienen un anillo
aromatico unido a un heterociclo. Se encuentra de forma natural en gran variedad de
plantas,se encuentran en diversos alimentos como en frutas y hortalizas (Hoult y Pay4,
1996). La cumarina basica carece de grupo hidroxilo, por lo que no es considerada un
polifenol; pero el resto de cumarinas si lo tienen asociado a un carbono, considerandose
asi el grupo como compuestos fenolicos.

Dentro de las cumbarinas destaca la umbeliferona con una importante actividad

antioxidante (Ramesh y Pugalendi, 2006).

=

o 0

Figura 24. Estructura quimica de cumarina (https://es.wikipedia.org/wiki/Cumarina)

=

HO O 0

Figura 25. Estructura quimica de umbeliferona (https://es.wikipedia.org/wiki/Umbeliferona)
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= Estilbenos:
Los estilbenos se encuentran en baja cantidad en la dieta humana. Estan formados por
dos ciclos bencénicos unidos un etanol. El resveratrol, es el polifenol mas caracteristico
de este grupo. El resveratrol se encuentra de manera abundante en la piel de las uvas

rojas (Manach et al., 2004),
Ademas, el resveratrol muestra actividad frente a diversas enfermedades crénicas, tales

como inflamacidn, artritis, enfermedades cardiovasculares, y retrasa el envejecimiento

(Shakibaei et al., 2009).

OH

HO S

OH

Figura 26. Estructura quimica de reservatrol (https://en.wikipedia.org/wiki/Resveratrol)

= Quinonas:
Las quinonas se caracteriza por un anillo diona completamente conjugado. Se ha
demostrado que las quinonas poseen propiedades redox y la coenzima Q10 es
considerada un potente antioxidante. (Petillo y Hultin, 2008). Dicha coenzima es

ampliamente usada en cosmética.

o-Benzoquinone p-Benzoquinone

Figura 27. Estructura quimica de la benzoquinona
(https://es.wikipedia.org/wiki/Quinona)
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= Lignanosy ligninas:

- Lignanos:

Son compuestos fendlicos dimeros, y son derivados de fenilalanina y alcoholes
cinamicos. Se forman por la dimerizacion oxidativa de dos unidades de fenilpropano

presentes en varios alimentos, como granos, hortalizas y uvas (Milder et al., 2005).

Los lignanos son encontrados en una gran variedad de plantas que incluyen las semillas
de lino, semillas de calabaza, semillas de ajonjoli, centeno, soja, brdcoli, frijoles, y en

algunas bayas (Crosby, 2005).

Los lignanos tienen una elevada capacidad antioxidante, y se consideran como fuentes

de fitoestrogenos en la dieta, en particular el sesamol (Sadeghi, et al., 2009).

OH
CH,0 O o CH,0 f S oH o HO H N CH,OH
= OH 0
HO . HO O _Z CH.OH
§ o]
O | e
4
Z OCH, Z OCH; - Z~oH

7-hidroximatairesinol secoisolariciresinol enterolactona enterodiol

Figura 28. Estructura basica de lignanos
(https://es.wikipedia.org/wiki/Lignano#/media/File:Lignanos.jpg)

- Ligninas:

Las ligninas son polimeros fendlicos complejos. Son los segundos polimeros organicos

complejos mas abundantes en el reino vegetal, despueés de la celulosa.

Su funcidn bioldgica es proporcionar apoyo estructural. Son necesarias en la formacion
de las paredes celulares, dando rigidez y haciendo no se pudren facilmente,
especialmente importantes en la formacion de la madera y la corteza. Quimicamente las

ligninas son polimeros fendlicos reticulados. (Lebo et al., 2001).

Sus estructuras quimicas son muy heterogéneas ya que estan formados por compuestos
fendlicos polimerizados con los azlcares. Componen parte de la fibra dietética en los

alimentos.
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Las ligninas estan presentes en varios alimentos, especialmente en los cereales de grano
entero, y han demostrado una considerable capacidad antioxidante en pruebas sobre las

celulas rojas de la sangre (Vinardell et al., 2007).
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Figura 29. Estructura quimica de la lignina
(https://es.wikipedia.org/wiki/Lignina#/media/File:Lignin_structure.svq).

B. Flavonoides
Los flavonoides representan el grupo de polifenoles mas ampliamente distribuido en las
plantas, y en la actualidad, ya se han identificado mas de 4000 compuestos diferentes
(Bravo, 1998). Este grupo estd formado por compuestos con una estructura bésica
comun, la cual es un difenilpropano (C6-C3-C6), y consta de dos anillos aromaticos
unidos a través de tres atomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado (Bravo,
1998). Derivan de aminoacidos aromaticos (fenilamina y tirosina) y tienen tres
estructuras anilladas. La diferencia entre las estructuras de los distintos flavonoides es
debida a reacciones de hidroxilacion, alcalinizacion y glicosidacién que sufre la
molécula del aminoacido del que provienen (Khoddami et al., 2013).Son responsables
junto a la clorofila y los carotenos de las coloraciones de las plantas que los contienen

(Khoddami et al., 2013).
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Poseen propiedades antioxidantes comparables con la de la vitamina E,
antinflamatorias, antitrombdticas, antitumorales, antialérgicas, antiasmaticas e

inhibidoras de encimas.

Figura 30. Estructura comun de los flavonoides.
(https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Flavonoid_basis.svg).

En funcion del estado de oxidacion de la cadena de dtomos de carbono, los flavonoides
pueden dividirse a su vez en diferentes subclases.

= Taninos:
Los taninos son compuestos fendlicos muy comunes en el reino vegetal. Tienen la
capacidad de formar complejos con las proteinas afectando a su digestibilidad, pero
también les confiere a los alimentos una caracteristica sensorial interesante, asociada al
término astringencia. Estan presentes en hojas, en frutos y en las cortezas de las plantas,
cuya funcidn es de proteccion de herbivoros, debido a su elevada astringencia, y de las

infecciones (Vermerris, Nicholson, 2008).

Se clasifican en dos grupos segun su estructura quimica, los taninos condensados y los

taninos hidrolizables.

- Taninos condensados:

Los taninos condensados o proantocianidina, término que se ha usado se desconoce la
antocianidina, son derivados de flavan 3-ol o catequinas unidos entre si por enlaces
carbono — carbono. Liberan tras una hidrdlisis acida una antocianidina. Tienen un
elevado peso molecular dependiendo del grado de polimerizacién. Es comin encontrar
este grupo de taninos dentro de la clasificacion de flavonoides debido a su estructura

basica.
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Figura 31. Estructura quimica de tanino condensado.
(http://www.profitocoop.com.ar/contenidos_listar.asp?id_categoria=2&subcategoria=1).

- Taninos hidrolizables:

Se caracterizan porque pueden ser facilmente hidrolizables por acidos, bases, agua
caliente o enzimas. Después de una hidrélisis se libera galotaninos o elagitaninos que
proceden de acido galico o &cido eldgico respectivamente. Se encuentran en las fresas y
otras plantas (Salminen et al., 1999). El &cido tanico procede de una molécula de

glucosa a la cual se le pueden esterificar hasta 5 moléculas de acido galico (Bravo,

1998).
ﬁj\Y OH
L OH
o o 0 1 OH
A_2 "
o

OH

Figura 32. Estructura basica del &cido tanico.
(http://www.hablemosclaro.org/ingrepedia/acido-tanico.aspx).

= Chalconas:
Su estructura basica esta formada por un anillo bencénico unido a una cadena propanica
que esta unida a su vez a otro anillo bencénico. Difieren de la estructura basica de los

flavonoides ya que tienen una cadena lineal para unir los anillos.
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Son pigmentos amarillentos responsables del color de las flores y los frutos. Estan
implicadas en la estimulacién de la polinizacion gracias a que los colores que le dan a

las flores atraen a los insectos.

El xanthohumol se encuentra en el lGpulo que se adiciona a la malta para producir
cerveza. Este posee demostradas propiedades antioxidantes y antibacterianas (Davie et
al., 1998; Yamaguchi et al., 2008).

O

Figura 33. Estructura quimica basica de chalcona.

(https://es.wikipedia.org/wiki/Chalcona).

= Auronas:
Las auronas son un tipo de flavonoides, cuya estructura quimica es muy parecida a la de
las chalconas, con la diferencia de que la cadena lineal de las chalconas esta sustituida
por un anillo heterociclo en las auronas. Las auronas son responsables de la coloracion
amarilla de algunas plantas. A pesar de que se ha sugerido que estos compuestos estan
relacionados estrechamente con las chalconas, hay pocos indicios acerca de sus vias

biosintéticas (Sanchez y Rosazza, 2004).

A
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Figura 34. Estructura quimica de auronas.
(Rev. Bol. Quim v.31 n.2 La Paz dic. 2014)

= Flavanonas y flavanoles:
La diferencia estructural que caracteriza a este grupo de flavonoides reside en el anillo

gue une los grupos fenilo, en el grupo flavanonas es un anillo heterociclo de oxigeno
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con un grupo cetona en posicién 4, y en los flavanoles existe un grupo hidroxilo que se

afiade al anillo heterociclo en la posicion 5.
- Flavanonas:

Las flavanonas contienen un anillo heterociclo de oxigeno con un grupo cetona en C4.
Los alimentos que contienen flavanonas en altas concentraciones son los citricos,
aunque también se encuentran en los tomates y ciertas plantas aromaticas como la
menta. Entre los diversos miembros de las flavanonas cabe destacar a la naringenina que
posee propiedades anti-inflamatorias (Vafeiadou, Vauzour, Lee, Rodriguez-Mateos y
Spencer, 2009), abundante principalemente en el pomelo; la hesperedina, en la naranja;

y el eriodictiol, en el limén.

wn

Figura 35. Estructura quimica de flavanonas

(https://es.wikipedia.org/wiki/Flavanona).

- Flavanoles:

Los flavanoles poseen un anillo heterociclo de oxigeno con un grupo hidroxilo en C5. A
diferencia del resto de los flavonoides. Un ejemplo del grupo de flavanoles es la

taxifolina, presente en frutos de especies tropicales.

OH
OH

OH

Figura 36. Estructura quimica de flavanoles.

(https://es.wikipedia.org/wiki/Flavanol)
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Los flavan-3-oles son un grupo de flavanoles. Su estructura quimica defiere de la basica
de los flavonoides en que no presentan saturacion entre el carbono 2 y 3 y contiene un
grupo hidroxilo en la posicién 3 del heterociclo de oxigeno.

A este grupo pertenecen las catequinas, y las leucoantocianinas.

Su estructura presenta la caracteristica de incorporar un grupo hidroxilo o galato en la
posicion 3 del heterociclo (figura 34). Destacar que a diferencia de la mayoria de
flavonoides, las catequinas se presentan en la naturaleza sin uniones a azucares, es decir,
como agliconas. Las catequinas se encuentran en frutas, pero las principales fuentes de
catequinas son el té verde y el chocolate (Van de Putte, Hollman, 2000). EI consumo de
catequina esta asociado con la inhibicion de la trombosis arterial, la actividad anti-
inflamatoria, la reduccion del colesterol total y lipoproteina de baja densidad en vivo
como parte de su capacidad antioxidante (Aron y Kennedy, 2008).

L
HO O o OH

OH
OH

Figura 37. Estructura quimica bésica catequina

(https://es.wikipedia.org/wiki/Catechina).

Las leucoantocianinas difieren es su estructura en comparacion con las catequinas que
poseen un grupo hidroxilo en la posicion 4 del heterociclo. Estan presentes en las

plantas y son precursores de antocianinas, catequinas y taninos condensados.

= Flavonasy flavonoles:
- Flavonoles:

Se caracterizan por poseer un grupo ceto en el carbono C4 y una insaturacion entre los
carbonos C2 y C3, siendo dicha insaturacion la unica diferencia que presentan con las
flavanonas y flavanoles. Poseen ademas un grupo hidroxilo adicional en el carbono C3,
diferenciandolas con las flavonas. Representan el grupo mas ubicuo de polifenoles

presente en los alimentos. La quercetina es el compuesto mas representativo, se
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encuentran en los alimentos como glucésidos (Hertog, Hollman y Venema, 1992). Las
principales fuentes de estos compuestos son las verduras y las frutas, ademas del té y el
vino. La biosintesis de flavonoles es un proceso fotosintético, lo cual provoca que los
flavonoles se localicen principalmente en el tejido externo y aéreo de la planta. Como
ya se ha destacado, la distribucién y la concentracion de los flavonoles depende de la
exposicion al sol, y puede provocar distinta concentracion en frutas procedentes de la

misma planta.

Figura 38. Estructura quimica de los flavonoles.

(https://es.wikipedia.org/wiki/Flavonol).

- Flavonas:

Poseen un grupo ceto en el carbono C4 y una insaturacién entre los carbonos C2 y C3.
Perejil y apio representan una fuente comestible de flavonas, ademéas estas se
encuentran en la piel de las frutas.

Un ejemplo de flavona es la apigenina, se encuentran en los alimentos como glucosidos

(Hertog, Hollman y Venema, 1992).

Ry=H: Apigenin
R, =0H: Luteclin

Figura 39. Estructura quimica basica flavonas.
(http://www.ehu.eus/biomoleculas/hc/sugar33c4.htm).
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= |soflavonas y neoflavonoides:
- Isoflavonas:

La diferencia estructural de las isoflavonas con la estructura de los flavonoides reside en
la colocacion del segundo fenol, en posicion C3. Ademas tiene dos grupos hidroxilos en
los carbonos C7 y C4. Las isoflavonas son quimicamente similares a los estrdgenos y
son capaces de unirse a los receptores de estas hormonas, por lo que se clasifican como
fitoestrdgenos.

Las principales isoflavonas son la genisteina, daidzeina y gliciteina, y se encuentran casi
exclusivamente en las plantas leguminosas, siendo la soja y sus productos derivados la
principal fuente de isoflavonas de la dieta humana.

Su consumo se asocia con efectos beneficiosos para la salud; como por ejemplo,
proteccion contra determinados cancer, enfermedades cardiovasculares. Ademas poseen

actividad antioxidante con efectos antiinflamatorios y vasodilatadores (Steiner et al.,

2008; Schwartz et al., 2009).
rH\/\ j\

O\

Ry=H Daidzein

Ry = OH; R;- =H Cenistein
R;=0C

Hy: Gl, ciein

Figura 40. Estructura quimica de la isoflavona.
(http://www.ehu.eus/biomoleculas/hc/sugar33c4.htm).

- Neoflavonoides:

En el caso de los neoflavonoides el segundo fenol se sitia en el carbono 4 en el
heterociclo y el grupo cetona en la posicién 2. Los neoflavonoides son menos comunes

en los alimentos que las isoflavonas.
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Figura 41. Estructura quimica de neoflavonoides.
(http://www.wikiwand.com/it/Neoflavonoide).

= Antocianidinas y antocianinas:

- Antocianidinas:

La principal caracteristica de antocianidinas en cuanto a su estructura quimica es la
presencia de un cation en el anillo central y un grupo hidroxilo en la posicion 3 del
mismo anillo. Por lo general, las antocianidinas se encuentran en las plantas en forma de
glicosidos, ya que la aglicona es altamente inestable (Manachet al., 2004). Las
antocianidinas principales son la cianidina, pelargonidina, peonidina, delfinidina,
petunidina y la malvidina (Vermerris y Nicholson, 2008). Las antocianidinas son
pigmentos solubles responsables de la mayoria de los colores rojo, azul y purpura de las
frutas, verduras, flores (Mazza et al., 2004). Las antocianidinas estan presentes en el
vino tinto, ciertas variedades de cereales y algunas verduras, aunque son MmAas

abundantes en las frutas.

- Antocianinas:

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas. El glucésido se forma en la mayoria
de los casos con la glucosa unida en la posicion 3 del anillo central sustituyendo al
grupo hidroxilo. Las antocianinas se encuentran ampliamente en alimentos de origen
vegetal, como las antocianidinas, son responsables de la coloracion de los frutos y

flores.
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Las antocianinas y antocianidinas poseen una elevada capacidad antioxidante, estan

presentes en vinos proporcionando también el color rojizo.

OR,
OR,

R,=H; Ba=H: Palimgonidn

= R, = Cy P
ot s 'j yankiin estructura general de las antocianinas
R:=0k: R;=CH  Dephnidin .

Rpl0 A &R A R1y R2 pueden ser H o azicares R

Ry = OCH; Ry = OH. Petunidin
R. = O0¢y; Ra = OGHs: Malvidin pueden ser OH o H.

Figura 42. A la izquierda estructura quimica de antocianidinas
(http://www.ehu.eus/biomoleculas/hc/sugar33c4.htm). A la derecha estructura quimica antocianinas.
(http://quimica.laguia2000.com/elementos-quimicos/antocianinas).

6. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Un antioxidante es una sustancia que impide o retrasa la oxidacion de las moléculas.

La oxidacion es un proceso quimico que implica la transferencia de electrones de una
molécula a un agente oxidante. Las reacciones de oxidacién pueden producir radicales
libres, estos son altamente reactivos y claves para formar otros radicales libres en
cadena. Los antioxidantes acaban estas reacciones eliminando el radical libre, e inhiben

otras reacciones de oxidacion, provocando su propia oxidacion.

Un antioxidante dietético, es una sustancia contenida en los alimentos de consumo
habitual y que puede prevenir los efectos negativos de especies reactivas sobre las

funciones fisiologicas de los humanos (Patthamakanokporn, et al., 2008).

Los compuestos antioxidantes individuales no acttan solos. Actdan en combinacion con
otros antioxidantes, ya que las interacciones entre ellos pueden producir efectos

sinérgicos o antagdnicos en la capacidad antioxidante total (Niki y Noguchi, 2000).

La capacidad antioxidante de los alimentos de origen vegetal procede de la accion de
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una amplia diversidad de antioxidantes como las vitaminas C y E, polifenoles,

carotenoides, terpenoides, compuestos de Maillard y minerales traza (Pérez, et al.,

2007).

Cuantitativamente, los principales antioxidantes dietéticos son los polifenoles, seguidos

por las vitaminas y los carotenoides (O'Neill et al., 2001; Saura-Calixto & Gon-i, 2006).

Los Polifenoles. Los polifenoles indican la riqueza antioxidante de la mayor
parte de los alimentos habitualmente consumidos, debido a su elevada
concentracion en los alimentos respecto a otros compuestos antioxidantes.
Existen gran numero de compuestos fendlicos en vegetales, citados

anteriormente los mas importantes.

Las Vitaminas antioxidantes. Destacan el acido ascorbico o Vitamina C y la
Vitamina E. La vitamina E incluye solo alfa—tocoferol, las isoformas, alfa, beta,

gama y delta de los tocoferoles y los tocotrienoles.

Los Carotenoides. Desde un punto de vista quimico, los carotenoides
comprenden los carotenos que no incluyen &tomos de oxigeno en su estructura, y
las xantofilas que si lo presentan, mayormente bajo la forma de hidroxilos.
Como carotenos se incluyen aquellos compuestos que son Pro-Vitamina A; alfa-
caroteno, beta-caroteno y licopeno; por ello no lo englobamos como vitaminas.
Las principales xantofilas son beta-criptoxantina, luteina, astaxantina y

Zeaxantina.

Las ingesta diaria estimada es de 1 g para los polifenoles, 110 mg para las vitaminas

antioxidantes y 9,4 mg para los carotenoides (O'Neill et al., 2001; Saura-Calixto &
Goni, 2006).

Los antioxidantes desempefian un papel en la prevencion de enfermedades relacionadas

con el estrés oxidativo y en la reduccion de la mortalidad total asociada con dietas ricas

en alimentos vegetales, particularmente frutas y verduras (Bazzano et al., 2002,
Brighenti et al. 2005, Pitsavos et al., 2005, Trichopoulouet al., 2003).
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6.1. METODOS DE ANALISIS DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La medicion de la actividad antioxidante de un alimento, permite cuantificar la

capacidad que tendrian todos los compuestos antioxidantes presentes en éste.

Los principales ensayos que se basan en la medicion de la capacidad de los

antioxidantes para reaccionar con un radical libre son los siguientes:

Ensayo de poder antioxidante reductor férrico o ensayo FRAP (Ferric

Reducing/Antioxidant Power): Se trata de una reaccion de transferencia de

electrén (SET, Single Electron Transfer), que se basa en la reduccién del
complejo de la tripiridiltriazina férrica al complejo ferroso por un antioxidante
en medio acido (Benzie & Strain, 1996). El reactivo FRAP, que contiene TPTZ,
FeClI3 y acetato de butilo, se mezcla con agua destilada y la muestra de ensayo.
Esta reaccion produce un cambio de color que es monitorizado midiendo la
absorbancia a 595 nm después de 30 min, utilizando un espectrofotdmetro
(Benzie & Strain, 1996; Pulido, Bravo & Saura -Calixto, 2000). Este ensayo
tiene una serie de inconvenientes, otros compuestos pueden absorber a 595 nm,
ademas cualquier compuesto con un potencial redox inferior a 0,77 V, aunque
no se comporte in vivo como un antioxidante, puede reducir el hierro. Los
resultados se expresan en equivalente Trolox (umol Trolox/g o umol Trolox/L),
tras elaborar una curva de calibrado de este compuesto, un analogo hidrosoluble
de la vitamina E muy utilizado en la expresion de resultados de capacidad

antioxidante.

Actividad de captacion del radical DPPH (radical 2,2difenil-1-picrilhidrazil) o

ensayo DPPH: Este ensayo mide la capacidad de escrutinio de radicales libres de
una muestra. Este ensayo combina una reaccion de transferencia de electrén
(SET, Single Electron Transfer), y una reaccion reacciones de transferencia de
un atomo de hidrégeno (Hidrogen Atom Transfer, HAT) (Foti et al., 2004; Prior
et al., 2005). En este método se situa el DPPH, un radical organico, en presencia
del antioxidante y se ve en qué grado es capturado, lo que produce un descenso
de la absorbancia a 515 nm (Brand-Williams, Cuvelier & Berset, 1995), la
medicion se realiza hasta que la reaccion alcance una meseta. Sanchez-Moreno

et al. (1998) modifico el método introduciendo parametros cinéticos: la EC50,
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que es la cantidad de antioxidante necesaria para reducir en un 50% la cantidad
inicial de radical; el tEC50, que es el tiempo necesario que necesita esa
concentracion para reducir en un 50% la cantidad inicial de radical y la
eficiencia antirradicalica (AE)= 1/( EC50* tEC50), que tiene en cuenta los dos
factores. Cuanto mayor sea AE, el antioxidante ejercera su acciéon con menos
concentracion y en menos tiempo. Posteriormente, Torres et al. (2002),
afiadieron nuevos parametros multiplicando por dos la EC50 (expresada en mol
compuesto/mol DPPH); y el inverso de este valor que representa los moles de
radical reducidos por mol de antioxidante, dando una idea de los atomos de
hidrégeno que intervienen en la reaccion. Como en el ensayo FRAP, otros
compuestos pueden absorber a la longitud de onda usada en este ensayo, 515
nm.

Ensayo TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) o ABTS (acido 2.2°-

azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico): En ensayo ABTS calcula la capacidad

para averiguar los radicales libres de una muestra. Desde el punto de vista
mecanico en el ensayo ABTS existe una reaccion SET, Single Electron Transfer
(Foti, Dasquino Geraci, 2004; Prior et al., 2005), y esta basada en la capacidad
de los antioxidantes para capturar el radical catibnico ABTS.Se prepara el
reactivo ABTS mezclando ABTS, persulfato de potasio y agua y este guarda en
oscuridad durante 16 horas. Se diluye el reactivo ABTS en el tampon fosfato
(pH 7,4) hasta obtener una absorbancia comprendida entre 0,70+0,02 a una
longitud de onda dependiente del método usado y sus modificaciones, siendo lo
mas habitual 734nm y 658nm. Se afiade la muestra, se agita y se mide la
reduccion de absorbancia en un espectrofotometro de manera continuada durante
aproximadamente 10 minutos. El tiempo es variable segun el método descrito.
El descenso producido por el Trolox es comparado con el producido por el
antioxidante que se estd analizando en el mismo tiempo (Miller et al., 1993).
Los antioxidantes, ademas de reaccionar con el radical para producir la molécula

original, pueden generan otros compuestos.

Ensayo de capacidad de absorcién de radicales de oxigeno o ensayo ORAC

(Oxygen Radical Absorbance Capacity): Mide la capacidad de captacidon de un

radical especifico, el peroxilo, generado a partir de la molécula organica AAPH

(2, 2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro). Se trata de un mecanismo
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HAT (Foti, Dasquino Geraci T, 2004; Prior et al., 2005). La muestra se mezcla
con solucion buffer de fosfato (PBS), AAPH y fluoresceina. Los radicales
atacaran a la molécula de fluoresceina, produciendo fluoresceina oxidada, que ya
no emite fluorescencia y, produciendo, por tanto, un descenso en la misma. La
fluorescencia se registra hasta que alcanza el valor cero en un espectrofotometro
de fluorescencia. Los resultados se calculan usando las diferencias de areas bajo
la curva de decaimiento de fluorescencia entre el blanco y la muestra y se

expresan como equivalentes Trolox (Ou, Hampsch-Woodill, & Prior, 2001).

FRAP, ABTS y DPPH se realizan en un espectrofotometro, mientras que ORAC
requiere un fluorimetro. En cuanto al tiempo necesario para cada ensayo, ABTS tarda
entre 6 y10 min (Re et al., 1999), mientras que el ensayo FRAP toma 30 min (Pulido et
al., 2000) y ORAC 30-40 min (Ou et al., 2001); y DPPH toma mas tiempo, dependiendo
de la muestra individual (Sanchez-Moreno et al., 1998).

Cada método proporciona valores precisos y repetibles, pero las cifras de capacidad

antioxidante pueden diferir sustancialmente entre un metodo y otro.

7. POLIFENOLESY CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN LENTEJAS

Las legumbres tienen gran contenido en proteinas, que a la vez que el poder de
adquisicion aumenta, estas son sustituidas por proteinas de origen animal ya que estas
Gltimas son mas caras pero a menudo mas apreciadas por sus caracteristicas
organolépticas. Pero las legumbres, al ser productos vegetales, contienen ademas otros
compuestos, como metabolitos secundarios de las plantas. Los compuestos
biologicamente activos de interés en semillas de leguminosas provienen de muchas
clases quimicas. Incluyen fenoles, de los que destacan acidos fendlicos asi como sus

derivados, ademas de tocoferoles y vitamina C (Amarowicz, 2010).

Estudios recientes han mostrado que las leguminosas exhiben una actividad
antioxidante significativa (Tsuda , et al., 1994, Takahata et al., 2001, Cardador-Martinez
et al., 2002, Duenas et al., 2002, Troszynska y Ciska 2002, Amarowicz et al., 2003,
Beninger et al., 2003, Takahashi et al., 2005). Estos estudios indican que las

leguminosas pueden servir como una excelente fuente dietética de antioxidantes
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naturales para la prevencion de enfermedades y la promocion de la salud. Asimismo, los
polifenoles son estudiados en legumbres, debido a que trata de un alimento vegetal con

una alta concentracion de dichos fitoquimicos.

No todas los tipos de legumbres tienen el mismo contenido en fenoles totales, ni la
misma capacidad antioxidante. Con el fin de observar las diferencias entre las distintas
legumbres, asi como establecer el contenido o rango de fenoles totales y la capacidad
antioxidante en lentejas, se ha realizado una consulta bibliografica de algunos articulos

posteriores al afio 2000 en diversas bases de datos.

Los articulos referidos al contenido de fenoles totales consultados ordenados

cronoldgicamente son:

- Aproximacion al contenido de compuestos fendlicos extraibles totales de
diferentes muestras de alimentos mediante la comparacion de metodos
cromatograficos y espectrofotométricos. En este estudio, Escarpa y Gonzélez
(2001) estudian el contenido de polifenoles totales con diferentes métodos en
algunos alimentos, entre los cuales se encuentran dos tipos de legumbres, las
lentejas y los guisantes. El estudio de polifenoles totales lo hace por medio de
dos metodos. Para realizar una comparativa entre diferentes estudios, tendremos
en cuenta el método mas efectivo, método de extraccion por ultrasonidos y el
método de cuantificacion descrito por Forrest y Bendall (1969). Para facilitar la
comparacion los datos los expresaremos como mg de acido galico (GAE)/g. Las
lentejas obtienen valores de 6,346 mgGAE/g, para las dos variedades de
guisantes estudiadas 0,449/mgGAE/g y 0,458 mgGAE/g, por tanto una media de
0,454 mgGAE/g de fenoles totales en guisantes.

- Contribucion de los antioxidantes de bajo peso molecular a la capacidad
antioxidante de las semillas de lentejas crudas y procesadas (Fernandez-Orozco,
et al., 2003). Se estudian cuatro cultivares de lentejas procedentes de Espafia, de
las cuales de mide su contenido en fenoles totales crudas, cocidas, y germinadas.
En este andlisis al tener datos de lentejas crudas nos centraremos en ellos. Los
fenoles totales de cada cultivar de lenteja han sido extraidos usando dos tipos de
solventes diferentes, y metanol 80% y tampodn fosfato. EI contenido de fenoles

totales se determind por el método descrito por Naczk y Shahidi (1989). La
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extraccion con tampon fosfato obtuvo resultados mas altos en todos los
cultivares de lenteja, siendo la lenteja denominada Almar, procedente de
Valladolid, la que obtuvo un mayor contenido de fenoles totales con 4,17 mg
catequina/g.

Estudio comparativo de los perfiles fendlicos y las actividades antioxidantes de
las leguminosas y como se ven afectados por los disolventes de extraccion. En
este estudio, Xu y Chang (2007), realizan una comparativa de fenoles totales en
diferentes tipos de legumbres; guisante verde y amarillo, garbanzo, soja amarilla
y negra, lenteja y judia roja y negra. Ademéas compara los resultados de 6
solventes diferentes en las mismas condiciones de trabajo. Utilizaron el método
de extraccion de maceracion con agitacion y el método de cuantificacion de
Singleton y Rossi (1965) y Singleton y Lamuela-Raventos (1999). Como usan
diferentes solventes, y la lentejas es la leguminosa objeto de este estudio,
usaremos los datos referentes al solvente que proporciona mayor contenido de
fenoles totales en lentejas, la acetona acida. Se obtuvo un contenido para el
guisante verde 1,13 mg/g, para el guisante amarillo 1,28mgGAE/g, para el
garbanzo 1,57mgGAE/qg, para la lenteja 7,53 mgGAE/g, para la soja amarilla
2,23 mgGAE/g, para la soja negra 6,18 mgGAE/g, para la judia roja 5,9
mgGAE/g y para la judia negra 6,89 mgGAE/g. Se realiza la media de los
valores obtenidos en los dos tipos de soja, guisante y de judia con el fin de una
comparativa final. Por tanto el contenido de fenoles totales de la soja es 4,205
mgGAE/g, de guisante 1,205 mgGAE/g, y de la judia es 6,395 mgGAE/g.

Actividad antioxidante y contenido fendlico de lentejas, garbanzos, guisantes y
soja, Y sus cambios cuantitativos durante el procesamiento, Han y Baik (2008)
En él se compara el contenido de polifenoles totales entre diferentes tipos de
legumbres, en lentejas pardinas y lentejas Crimson, guisantes verdes y amarillos,
garbanzos, y soja. La determinacién de fenoles totales se realizdé segun el
procedimiento de Bendelow (1977). Los valores obtenidos de fenoles totales en
este articulo son, para la lenteja pardina 12 mgGAE/g, para la lenteja Crimson
11,8 mg/g, para el garbanzo 2,2 mgGAE/g, para el guisante amarillo 2,5
mMgGAE/qg, para el guisante verde 1,2 mgGAE/g y para la soja 2,3 mgGAE/qg.
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Aunque se tratan de guisantes y lentejas muy diferentes, se procede a realizar la
media de ambos resultados con el fin de una comparativa final. Por tanto, el
valor de fenoles totales en lentejas es de 11,9 mgGAE/g, y de guisantes 1,85
mgGAE/qg.

Capacidad de eliminacion de radicales libres, actividad antioxidante y
composicion fenolica de la lenteja verde (Amarowicz et al., 2010). Este estudio
se centra en lentejas , donde se realiza un estudio de fenoles totales, ademas de
la separacion de compuestos, por un lado los de bajo peso molecular y por otro
lado los taninos. La extraccion de compuestos fendlicos de realizd con acetona
80% segin el método descrito por Amarowicz, Piskula, Honke , Rudnicka,
Troszynska, y Kozlowska, 1995. Se obtuvo un contenido de 68 mg catequina/g
de fenoles totales en lentejas.

Composicién quimica, digestabilidad de los carbohidratos y capacidad
antioxidante de variedades mejicanas cocinadas de frijol negro, garbanzos, y
lentejas. Silva-Cristobal et al., (2010) realizan una cuantificacién de fenoles
totales de varios tipos de legumbres cocidas. Utilizaron el método de extraccion
de maceracion con agitacion y el método de cuantificacion de polifenoles totales
descrito por Jiménez-Escrig y colaboradores (2001). El resultado obtenido de
polifenoles totales esta expresado en mgGAE/g de muestra es de 2,54 mgGAE/g
de frijol negro, 0,72 mgGAE/g de garbanzo, y 3,09 mgGAE/g de lenteja.

Fenoles y actividad antioxidante en la envoltura de lentejas y guisantes. Oomah
et al., (2010) comparan el contenido de fenoles totales de lentejas verdes y rojas,
y de guisantes amarillos. Se realizd la extraccion con diferentes solventes por el
método descrito por Oomah et al., 2010. Estudian los valores obtenidos por
diferentes partes de la leguminosa, asi como el conjunto. Este analisis se centre
en los valores obtenidos para el conjunto de cada una de las lentejas y el
conjunto del guisante. El solvente con el que se obtiene una mayor extraccion de
compuestos fenoles en lentejas en este articulo es con agua caliente, por tanto
son los valores que se observaran en este apartado. La lenteja roja fue la que

mayor contenido en fenoles totales obtuvo con 20,82 mg catequina/g, seguida de

63



la lenteja verde 19,31 mg catequina/g, y por Gltimo el guisante amarillo15,11 mg

catequina/g. La media de las dos lentejas es de 20,065 mg catequina/g.

Composicion de polifenoles y actividad antioxidante de diferentes ecotipos de
guisantes, lentejas y garbanzos de la region de la Campania. Fratianni et al.,
(2014) comparan el contenido de polifenoles totales e individuales entre
diferentes tipos de legumbres, dos tipos de guisante, dos tipos de lenteja y dos
tipos de garbanzo. Utilizaron el méetodo de cuantificacion de Singleton y Rossi
(1965). Para la lenteja San Gerardo 1,098 mgGAE/qg, para la lenteja Colliano
1,594 mgGAE/qg, para el guisante San Gerardo 0,206 mgGAE/g, para el guisante
San Rufo 0,213 mgGAE/g, para el garbanzo de Sassano 0,147 mgGAE/g y para
el garbanzo de Castelcivita 0,183 mgGAE/g. Para facilitar la comparacion se
realiza la media de los dos valores obtenidos por tipo de leguminosa. Para
lentejas 1,346 mgGAE/qg, para guisante 0,210 mgGAE/g y para garbanzo 0,165
mgGAE/qg.

Tabla 4. Comparativa del contenido fendlico en legumbres ordenadas cronolégicamente.

Fenoles totales

Autor Unidades
Lenteja  Guisante Judia Garbanzo Soja
Escarpay
Gonzalez mg GAE/¢g 6,346 0,454 - - -
(2001)
Fernandez- m
Orozco, et cate uir?a/ 417 ) ) } -
al., (2003) quina’g
X”(zyo%*;?”g mgGAE/g 7,53 1,205 6,395 1,57 4,205
Higgog;’“k mgGAE/qg 11,9 1,85 : 2,2 2,3
Amarowicz mg 68 ] ] ) ]
et al., 2010) catequina/g
Silva-
CarlI S(tggfé)e t mgGAE/g 3,09 - 2,54 0,72 ]
cocidos
Oomah et al., mg
(2010) catequina/g 20,07 1511 ) ) )
Farl""tggg'él‘;t mgGAE/g 1,346 0,210 ; 0,165 ]
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Las unidades con las que se expresan el contenido de fenoles total estan en funcion de la
sustancia usada para la calibracion, siendo lo méas habitual el uso del acido gélico y de la

catequina como sustancias para la realizacion de las rectas de calibrado.

La variabilidad de resultados es alta. Esto puede ser debido a que en cada estudio se han
usado diferentes variedades de cada leguminosa, ademas que en algunos se ha realizado
la media entre dos tipos. Ademas de estar condicionados por la variedad de legumbre
usada, los analisis han sido realizados por diferentes métodos, lo que condiciona la
extraccion y cuantificacion de fenoles totales en leguminosas. No solo el método en la
etapa de extraccion condiciona el contenido final de fenoles totales en leguminosas,
también es condicionado por el tipo de solvente usado en la extraccion (Xu y Chang,
2007), ademas de las condiciones de trabajo, como la temperatura (Santos-Buelga et al.,
2012) y el tiempo de extraccion.

Sin embargo, en todos los articulos recopilados, la lenteja es el tipo de legumbre con
mayor contenido en fenoles totales, tanto en lentejas no cocinadas, como en lentejas
cocinadas. Las leguminosas grano que mayor contenido de fenoles tienen después de las

lentejas son la judia y la soja.

Del mismo modo, Fratianni et al., (2014) ademas de realizar la cuantificacion de
fenoles totales, realiza una identificacion y cuantificacion fenoles individuales en
lentejas guisante y garbanzos. Identifica 12 compuestos fenolicos diferentes en las
muestras de dichas legumbres, donde analiza dos tipos de cada legumbre. Las

cantidades las expresa en pg/g de muestra.
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Tabla 5. Composicion individual de sustancias fen6licas presentes en diferentes tipos de leguminosas expresados
en ug/g de muestra, Fratianni et al., (2014).

Lenteja Lenteja Garbanzo | Garbanzo Guisante Guisante
Compuesto . San . San
Colliano Castelcivita Sassano San Rufo
Gerardo Gerardo
Acido 33,65 22,67 6,2 5,42 93,06 21,16
galico
Acido 109,8 95,9 4,62 7,37 50,32 46,42
clorogénico
Catequina 0 0 178,21 147,49 20,96 24,86
Acido 54,76 98,28 0 0 4,98 9,94
cafeico
Epicatequin
. 0 0 1,23 1,36 46,27 67,05
Acido 13,44 43,16 0,43 0 2,44 6,04
cumarico
Rutina 17,88 67,1 0 0 0 7,14
Quercentina 2,65 0 3,17 0,37 0 0
Luteolin 0 21,35 0,55 0 0 0
Naringenin 0 21,35 0 0 0 0
Acido 0 0 5,03 8,37 0 9,78
feralico
Hyperoside 0 0 0 0 0 1,95

Existe diferencia en cuanto a la composicién fendlica individual de los tipos de
leguminosas analizados. Cada tipo presenta una composicion diferente de compuestos
fendlicos, sin observar que estas sigan un patrdbn comudn. La composicion entre

diferentes variedades de un mismo tipo de legumbre presenta una mayor similitud.

66



En las lentejas destaca el contenido en &cidos hidroxicindAmicos como son el cafeico,
clorogénico y cumarico. Estos compuestos presentan entre el 46-70% de la composicion
fendlica total en lentejas.

Aguilera et al., (2010) no realiza una cuantificacion de fenoles totales, se centra en el
estudio de los contenidos fendlicos individuales en lentejas, realizando un estudio mas
enfocado a este tipo de leguminosa, lo cual le permite una identificacion de mayor
namero de sustancias fenolicas. Tras el analisis de lentejas pardinas se identificaron un

total de 35 compuestos fendlicos. Las cantidades las expresa en pug/g de muestra.

Tabla 6. Composicién individual de sustancias fendlicas agrupadas por grupos en lentejas crudas, expresadas en
Hg/g de muestra, Aguilera et al., (2010).

Compuesto Kg/g de muestra
Hidroxibenzoicos 5,69
Hidroxicindmicos 3,76

Catequinas y

proantocianidinas 74,48
Ciicrofiavorides 17,89
Flavonas y flavanonas 4,89
Otros compuestos 0,91

A las catequinas y proantocianidinas corresponden el 69% del total de compuestos
fendlicos identificados, a flavonoles el 17%, a flavonas y flavanonas el 5 %, a

hidroxibenzoicos el 5 % y a hidroxicindmicos el 3,5 % y el restante a otros compuestos.

El grupo de catequinas y proantocianidinas no solo destaca por ser el grupo que mayor
contenido presenta de este tipo de sustancias, ademas es el grupo con mas compuestos
detectados, once. Entre estos compuestos destaca catequina 3 glucésido, que aporta
39,86 pg/g de muestra. Este es el compuesto que mas aporta en el conjunto de todos los
compuestos encontrados en lentejas, seguido de un trimero de proantiocianidina, 9,30

Hg/g de muestra, también perteneciente al mismo grupo de compuestos.
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Entre ambos estudios se pueden encontrar pocas similitudes, ya que ambos son
enfocados de formas diferentes. Aguilera et al., (2010) hace una busqueda mas amplia
de compuestos, buscando derivados de compuestos como dimeros o trimeros, con el fin
de agruparlos en grupos de fenoles, no solo buscando compuestos fendlicos puros.
Mientras Fratianni et al., (2014) realiza una busqueda de los compuestos fendlicos puros
que pueden estar presentes en leguminosas, obteniendo como resultado que en lentejas
muchos de los buscados no se encuentran ademas de que quedan muchos picos por
identificar. Un ejemplo de este es la catequina, compuesto no encontrado como tal por
Aguilera et al., (2010), pero si encontrado como derivado, catequina 3 glucdsido.

Por otro lado, los articulos consultados referidos a capacidad antioxidante total

ordenados cronolégicamente son los siguientes:

- Contribucion de los antioxidantes de bajo peso molecular a la capacidad
antioxidante de las semillas de lentejas crudas y procesadas (Fernandez-Orozco,
et al., 2003). Se estudia la capacidad antioxidante de cuatro cultivares de
lentejas procedentes de Espafia crudas, cocidas, y germinadas. Se han usado dos
tipos de solventes diferentes, y metanol 80% y tampon fosfato, y la capacidad
antioxidante se ha medido usando el reactivo ABTS. Al contrario que en la
extraccion de fenoles, se obtiene una mayor capacidad antioxidante, en 3 de las
4 muestras, al usar metanol al 80%. EI cultivar con mayor capacidad
antioxidante es el denominado Paula usando, procedente de la provincia de

Salamanca, cuya actividad antioxidante es de 34,55 umol Trolox equivalente/g.

- Estudio comparativo de los perfiles fendlicos y las actividades antioxidantes de
las leguminosas y como se ven afectados por los disolventes de extraccion, Xu y
Chang (2007). En este estudio comparan la actividad antioxidante de diferentes
leguminosas grano, guisante verde y amarillo, garbanzo, soja amarilla y negra,
lenteja y judia roja y negra. La capacidad antioxidante la mide a través de tres
ensayos diferentes, ensayo DPPH, ensayo FRAP, y ensayo ORAC. Asimismo
compara los resultados de 6 solventes diferentes en cada tipo de ensayo. Los
resultados obtenidos en los estudios DPPH y ORAC son expresados en pmol
Trolox equivalente/g de leguminosa. Dependiendo el ensayo, DPPH u ORAC, es
diferente el solvente que obtiene una mayor actividad antioxidante. Con el fin de

comparar diferentes estudios, se escogen los datos de mayor valor, es decir, el
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ensayo que obtiene mayor actividad antioxidante y el solvente con mayor
actividad antioxidante en dicho ensayo en lentejas, ya que estas son el objeto del
estudio. Por lo anteriormente mencionado, se escoge el ensayo ORAC, y como
solvente etanol al 70%. La soja negra en las condiciones anteriormente descrita
es la que mayor capacidad antioxidante presenta, 162,52 umol Trolox
equivalente/g, seguida por la lenteja con 97,66 umol Trolox equivalente/g,
seguida por la soja amarilla con 86,84 umol Trolox equivalente/g,
consecutivamente se encuentra la judia negra con 79,27 umol Trolox
equivalente/g, la judia roja con 61,20 umol Trolox equivalente/g, el guisante
verde con 40,30 umol Trolox equivalente/g, el garbanzo con 34,66 umol Trolox
equivalente/g, y en ultimo lugar el guisante amarillo con 33,42 pmol Trolox
equivalente/g. Para facilitar la comparacion, se realiza la media entre los
diferentes tipos de leguminosa de los que hay méas de un valor, como el guisante,
la judia o la soja. La media para la soja es de 124,68 umol Trolox equivalente/g,
para la judia 70,24 umol Trolox equivalente/g, y para el guisante 36,86 umol

Trolox equivalente/g.

Actividad antioxidante y contenido fenolico de lentejas, garbanzos, guisantes y
soja, Y sus cambios cuantitativos durante el procesamiento. Han y Baik (2008)
comparan la capacidad antioxidante entre diferentes tipos de legumbres, en
lentejas pardinas y lentejas Crimson, guisantes verdes y amarillos, garbanzos, y
soja medidas mediante el ensayo ABTS. Los valores obtenidos para la capacidad
antioxidante total ordenadas de mayor a menor valor son, en lenteja pardina 14
umol Trolox equivalente/g, en lenteja Crimson 14 umol Trolox equivalente/g, en
soja 10,2 umol Trolox equivalente/g, en guisante amarillo umol Trolox
equivalente/g, en garbanzo 2 umol Trolox equivalente/g, en guisante verde
1,8umol Trolox equivalente/g. Al igual que en el caso anterior, se realizan las
medias de los valores de guisantes y de lentejas. Por tanto, el valor de la
capacidad antioxidante totales en lentejas es de 14 umol Trolox equivalente/g, y

en guisantes 2,6 umol Trolox equivalente/g.

Capacidad de eliminacién de radicales libres, actividad antioxidante vy
composicion fendlica de la lenteja verde (Amarowicz et al., 2010). En este

articulo solo es estudiada la lenteja, donde se analiza la actividad antioxidante de
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tres formas diferente. La actividad antioxidante total fue medida usando un kit
Randox, siguiendo las instrucciones del fabricante. Al igual que en el caso de
polifenoles, se realiz6 la medida para el conjunto de la semilla 'y también se
dividid el extracto en fracciones que fueron medidas. La capacidad antioxidante

total para la semilla completa de lenteja es de 0,75 umol Trolox equivalente/g.

Evaluacion del perfil fendlico y propiedades antioxidantes de lenteja Padina por
deshidratacion industrial (Aguilera et al., 2010). En este estudio se determina la
capacidad antioxidante de lentejas de la variedad Pardina, evaluandose estas
crudas; remojadas; remojadas y cocidas; y remojadas, cocidas y deshidratadas.
La capacidad antioxidante se midié a traves del ensayo ORAC. Se obtuvo una
capacidad antioxidante de 66,97 umol Trolox equivalente/g en lentejas Pardinas

crudas.

Fenoles y actividad antioxidante en la envoltura de lentejas y guisantes. Oomah
et al., (2010) comparan la capacidad antioxidante de dos tipos de lentejas,
lentejas verdes y lentejas rojas, y de guisantes verdes. Se realizé la medida tanto
en el total de la lenteja como solo en la piel o envoltura. EI método usado para
medir la capacidad antioxidante, fue el ensafio ORAC. Como el resto de valores
aportados en los diferentes estudios se refieren al conjunto de la lenteja, los
valores extraidos de este articulo son los obtenidos para el conjunto de la
leguminosa, aunque el estudio de la piel obtiene una mayor capacidad
antioxidante por gramo de muestra. La lenteja verde fue la que mayor capacidad
antioxidante obtuvo, 136,17 umol Trolox equivalente/g, seguida de la lenteja
roja con 134,81 umol Trolox equivalente/g, y por altimo el guisante con 10,36
umol Trolox equivalente/g. Los valores de lentejas son muy proximos,

situandose la media en 135,49 umol Trolox equivalente/g.

Composicion de polifenoles y actividad antioxidante de diferentes ecotipos de
guisantes, lentejas y garbanzos de la region de la Campania (Fratianni, et al,.
2014) En este estudio se compara la capacidad antioxidante de seis leguminosas
grano, dos tipos de guisante, dos tipos de lenteja y dos tipos de garbanzo. La
capacidad antioxidante fue medida mediante el ensayo DPPH, y las unidades

expresadas como la concentracion en miligramos de la muestra necesaria para
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inhibir la actividad del radical DPPH en un 50% durante 60 minutos. Los
valores obtenidos fueron para la lenteja de San Gerardo 2,22 mg EC50, para la
lenteja Colliano 1,70 mg EC50, para guisante San Gerardo 24,55 mg EC50, para
guisante San Rufo 18,53 mg EC50, para garbanzo Sassano 77,09 mg EC50y
para garbanzo 47,90 mg EC50. La lenteja Colliano es la que mejor capacidad
antioxidante presenta, ya que es la que menor cantidad necesita para reducir al
50% el reactivo DPPH. Las medias de cada tipo de leguminosa son 1,96 mg
EC50, 21,54 mg EC50, 62,50 mg EC50, para lentejas, guisantes y garbanzos

respectivamente.

Tabla 7. Comparativa de la capacidad antioxidante en legumbres ordenadas cronolégicamente.

Actividad antioxidante

Autor Método Unidades
Lenteja Guisante Judia Garbanzo Soja
Fernandez- pmol Trolox
Orozco, et ABTS  equivalente/g 34,55 - - - -
al., (2003)
XuyChang — pac  wmol Trolox 97,66 36,86 70,24 34,66 124,68
(2007) equivalente/g
Han y Baik umol Trolox 3
(2008) ABTS equivalente/g 14 2.6 2 10.2
Amarowicz et Kit pmol Trolox 075 ) ) 3 3
al., (2010) Randox equivalente/g '
Aguilera et umol Trolox ) ) ) )
al., (2010) ORAC equivalente/g 66,97
Oomah et al., umol Trolox . . -
(2010) ORAC equivalente/g 135,49 10,36
Fratianni et DPPH mg EC50 )
al., (2014) 1,96 21,54 62,50 -

La mayoria de los datos extraidos de los articulos anteriormente citados estan
expresados en umol Trolox equivalente/g. Entre estos se pueden observar datos muy
diferentes, los obtenidos por Xu, Chang (2007), Aguilera et al. (2010) y Oomah et al.
(2010), son mucho mas altos que los obtenidos en los otros dos estudios. Los estudios
con capacidad antioxidante mayor realizaron la medicion mediante el ensayo ORAC,
mientras que Han y Baik (2008) y Fernandez-Orozco et al., (2003) realizaron la
medicion de la capacidad antioxidante por el método ABTS y Amarowicz et al., (2010)

con un kit Randox.
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A diferencia de lo ocurrido en el caso de fenoles, las lentejas no son las que mayor
capacidad antioxidante presentan en todos los estudios. La soja, en uno de los estudios
de los cuales tenemos datos referentes a su capacidad antioxidante, presenta mayor
valor que la lenteja, en concreto la soja negra (Xu, Chang, 2007). En ese mismo estudio,
la lenteja si presentaba un mayor contenido en fenoles totales. Por tanto las lentejas son
las leguminosas con mayor contenido en fenoles totales pero no son las que mayor
capacidad antioxidante presenta, aunque si presentan una alta capacidad antioxidante.
En el otro caso del que disponemos de datos referentes a la capacidad antioxidante de
soja, su capacidad antioxidante es menor al de la lenteja, pero no disponemos
informacién del tipo de soja utilizado en el estudio, pero destaca su alta capacidad

antioxidante en referencia a su bajo contenido fendlico total.

Teniendo en cuenta que el contenido de fenoles totales es muy superior en lentejas y
que obtiene una alta actividad antioxidante, se supone que los compuestos fendlicos son
los principales responsables de la actividad antioxidante de las lentejas (Han, Baik,
2008).
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11l. MATERIALES Y
METODOS



1. MATERIALES

1.1. MATERIAL VEGETAL

Se han analizado un total de 60 muestras de lentejas pertenecientes a 9 tipos de lentejas

diferentes. De ellas, 42 han sido proporcionadas por el Consejo Regulador de la

Indicacion Geografica Protegida Lenteja de La Armufia.

Del total de las 42 muestras proporcionadas por el Consejo Regulador de dicha

identidad, doce corresponden a la semilla certificada de primera reproduccion “R1” de

la variedad Guarefia y once a la semilla certificada de segunda reproduccion “R2” del

tipo Guarefia. La lenteja de tipo Guarefia es una semilla que procede de una seleccién en

masa en cuanto a tamafio y produccion de la lenteja Rubia de La Armufia. EI conjunto

de esas veintitrés muestras han sido cultivadas dentro de la IGP. Ademas de tratarse de

semillas de diferente reproduccion, han sido cultivadas en diferentes camparias 2014-
2015 para R1y 2013-2014 para R2.

Tabla 8. Lentejas de tipo Guarefia de primera y segunda reproduccion.

GUARENA CcODIGO PROCEDENCIA

R1-1 VILLARES DE LA REINA
R1-2 LA VELLES
R1-3 CASTELLANOS DE MORISCOS
R1-4 PAJARES DE LA LAGUNA
R1-5 VILLAVERDE DE LA GUARENA

R1 R1-6 VILLARES DE LA REINA
R1-7 NEGRILLA DE PALENCIA
R1-8 LA VELLES
R1-9 PALENCIA DE NEGRILLA
R1-10 TOPAS
R1-11 CABRERIZOS
R1-12 LA ORBADA
R2-1 CASTELLANOS DE MORISCOS
R2-2 TARDAGUILA
R2-3 CASTELLANOS DE MORISCOS
R2-4 PAJARES DE LA LAGUNA
R2-5 VILLAVERDE DE GUARENA

R2 R2-6 TARDAGUILA
R2-7 CABEZABELLOSA DE LA CALZADA
R2-8 SAN CRISTOBAL DE LA CUESTA
R2-9 VILLARES DE LA REINA
R2-10 VILLAVERDE DE GUARENA
R2-11 VILLARES DE LA REINA
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También, dentro de las semillas proporcionadas por el Consejo Regulador se encuantras
9 muestras que pertenecen al ecotipo Rubia de la Armufia, codificadas en el presente
estudio como “ERdA”. Este grupo lo componene por un lado lenteja procedentes de la
seleccién de semilla recogidas en el afio 2002 por el ITACYL, cuando dentro de la IGP
aun no se registraba la variedad Guarefia; y por otro lado, la semilla propia de toda la
vida del agricultor. Las muestras proceden de siete localidades incluidas en los limites
de la IGP.

Tabla 9. Lentejas de tipo Rubia de La Armufia.

RUBIA DE LA ] _
ARMURA CcODIGO PROCEDENCIA CARACTERISTICA
MONTERRUBIO DE LA SELECCIONADA
ERdJA-1 |ARMUNA
ERdA-2 |TARDAGUILA SELECIONADA
ERdJA-3 | VILLARES DE LA REINA PROPIA DEL PRODUCTOR
ERdA-4 |VILLAVERDE DE GUARENA | SELECCIONADA
ERdA ERdA-5 |CASTELLANOS DE MORISCOS |PROPIA DEL PRODUCTOR
ERdA-6 |PALENCIA DE NEGRILLA PROPIA DEL PRODUCTOR
ERJA-7 |VILLARES DE LA REINA SELECCIONADA
ERJA-8 |PALENCIA DE NEGRILLA PROPIA DEL PRODUCTOR
ERJA-9 |PEDROSILLO EL RALO SELECCIONADA

Ademas de las anteriormente citadas, otro grupo de lentejas, codificado como “OT”, fue
proporcionado por el Consejo Regulador de la IGP Lenteja de La Armufia. Este grupo
es mas heterogéneo que los anteriormente citados. Esta formado por diez muestras de
lentejas, de las cuales cinco son de la variedad Guarefia pero estas cultivadas fuera de
los méargenes de la IGP, una muestra del tipo Guarefia microjaspeada, una muestra del
tipo Guarefia jaspeada, dos muestras de la variedad Pardina cultivadas en la provincia de
Valladolid, y una muestra de la variedad Rubia Castellana cultivada en Castilla La

Mancha.
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Tabla 10. Lentejas proporcionadas por el Consejo Regulador no pertenecientes a los grupos R1, R2, ni

ERdA.
CODIGO VARIEDAD PROCEDENCIA
OoT-1 GUARENA FUERA DE IGP MINAYA (ALBACETE)
OoT-2 GUARENA FUERA DE IGP MINAYA (ALBACETE)
OoT-3 GUARENA MICROJASPEADA |PAJARES DE LA LAGUNA
oT-4 GUARENA JASPEADA PAJARES DE LA LAGUNA
OoT-5 GUARENA FUERA DE IGP VILORIA (VALLADOLID)
oT-6 PARDINA VALDENEBRO DE LOS VALLES
oT-7 PARDINA BERCERO DE CAMPOS (VALLADOLID)
oT-8 GUARENA FUERA DE IGP LERMA (BURGOS)
OoT-9 GUARENA FUERA DE IGP ALMADRONES (GUADALAJARA)
OT-10 RUBIA CASTELLANA HORCAJO DE SANTIAGO (CUENCA)

Las lentejas jaspeadas y microjaspeadas se diferencian morfoldgicamente del resto de
Guarefias en que presentan un moteado en la superficie. El moteado de las lentejas
jaspeadas es de mayor tamafio que el de las lentejas microjaspeados.

Figura 43. A la izquierda OT-3 microjaspeada, a la derecha OT-4 jaspeada.

Las dieciocho muestras restantes, no proporcionadas por la IGP, pertenecen a 7 grupos
de lentejas. Estas son numeradas en funcién del orden en las que han sido adquiridas y
codificadas con la letra “N”. Los tipos seleccionados han sido escogidos en funcion de
las variedades mas consumidas en Espafia, ademas de otras cuya introduccion en dicho

mercado esta siendo mayor en los Ultimos afios.
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Tabla 11. Lentejas agrupadas por variedades no proporcionadas por el Consejo Regulador.

VARIEDAD CODIGO MARCA COMERCIAL O LUGAR DE COMPRA
N-11 CASTELLANA LA SALMANTINA
CASTELLANA | N-12 CASTELLANA ECO LA SALMANTINA
N-13 CASTELLANA ESPECIAL LA SALMANTINA
N-8 VERDINA LA SALMANTINA
VERDINA N-5 VERDINA DU PUY LA SALMANTINA
N-9 VERDINA ECO LA SALMANTINA
N-14 VERDINA COMPRADA EN ZAMORA
N-7 PARDINA LA SALMANTINA
PARDINA |N-15 PARDINA LUENGO
N-18 PARDINA DON CARLOS
CASTELLANA | N-6 CASTELLANA PELADA LA SALMANTINA
PELADA N-16 CASTELLANA PELADA HACENDADO
N-1 ROJA LA SALMANTINA
ROJAO N-2 ROJA LA COCHURA
CRIMSON )
N-17 ROJA AP
CAVIAR N-3 CAVIAR LA SALMANTINA
N-4 CAVIAR COMPRADA EN ZAMORA
REGULAR |N-10 RAPIDA LA SALMANTINA (REGULAR)

1.2. MATERIAL DE LABORATORIO

El material usado para los diferentes analisis realizados ha sido el siguiente:

- Molino de martillos

- Equipo frigorifico y congelador
- Balanza de precision

- Espatula

- Bafio de ultrasonidos

- Centrifuga

- Tubos de centrifuga

- Papel de filtro Whatman
- Pipetas

- vaso de precipitado

- Matraz aforado

- Embudo

- Rotavapor

- Matraz corazén
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- Espectrofotometro

- Cubetas

- Filtros de 17 mm, 0,45um

- Equipo de filtracion para HPLC con matraz kitasato
- HPLC

1.3. REACTIVOS

- ABTS (4cido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)
- Acido férmico (concentracion 100%)
- Acetonitrilo gradiente HPLC
- Metanol gradiente HPLC
- Metanol de sintesis
- Patrones de acido galico, &cido cafeico, acido clorogenico, acido ferdlico, &cido
cumarico, catequina, rutina, kenferol y quercentina.
- Persulfato de potasio
- Reactivo de folin-Ciocalteu
- Solucion de Na2CO3 al 20%
- Para la preparacion del tampon fosfato salino (PBS):
o Cloruro de sodio
o Fosfato de potasio monobasico
o Fosfato de disodio
o Cloruro de potasio
o Hidroxido de sodio para ajustar su pH.

- Trolox

2. METODOLOGIA

2.1. EXTRACCION DE POLIFENOLES

Para facilitar una correcta extraccion del contenido fendlico presente en las semillas de
lentejas, estas pasan a través de un molino de martillos. Son molturadas hasta pasar por

un tamiz de tamafio sémola presente antes de la salida del molino. Una vez molturadas
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las muestras son congeladas hasta el proceso de extraccion, evitando asi su posible

deterioro.

Para la extraccion de polifenoles se utiliza el método descrito por Luo et al., (2011) con
modificaciones. Se pesan en una balanza de precision 1,5 g de lenteja previamente
molturada que se mezclan con 15 ml de metanol de sintesis y se introduce en un bafo de

ultrasonidos durante 15 min.

Figura 44. Bafio de ultrasonidos

Finalizado el tiempo, se introduce la mezcla en la centrifuga a 1500 r.p.m durante 10
min. Al terminar se separan las fases, se filtra con papel Whatman y se recoge el
sobrenadante. El sobrenadante se concentra en rotavapor a 30°C. El extracto se
redisuelve en 2ml de metanol gradiente HPLC y se guarda a temperaturas de

congelacion hasta su posterior analisis. Cada muestra se extrajo por duplicado.

Figura 45. Rotavapor programado a 30°C.
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2.2. ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE FENOLES TOTALES

Se fundamenta en que los grupos hidroxilo de los compuestos fendlicos reaccionan con
la solucion Folin-Ciocalteaus en medio bésico, lo que proporciona un compuesto de
color azul. La intensidad del compuesto azul es proporcional a la concentracion de

compuestos fendlicos en el medio.

El método utilizado es descrito por Forrest y Bendall (1969) con pequefias
modificaciones. El procedimiento para la preparacion de la muestra es el siguiente, en
un matraz aforado de 25 ml se afiaden 0,5ml de extracto, 0,5ml de reactivo de Folin-
Ciocalteu, 10 ml de Na2CO3 al 7,5% y por altimo se enrasa hasta 25ml con agua
destilada. También se prepara un blanco con el mismo procedimiento, pero sustituyendo
la muestra por agua destilada. Se dejan en reposo durante 1h y posteriormente se mide
en un espectrofotdbmetro la absorbancia a una longitud de onda de 750nm. Los
resultados de absorbancia obtenidos son correlacionados con una recta de calibrado

realizada con &cido galico como estandar.

Acido galico
25000

E 20000 = °

&® 15000 | e

N e

© 10000 | e

2 5000 P L

0 &-®" y = 38480 + 232,45
R2= 09978
0 0,1 0,2 03 04 %3 0,6

concentracion mg/ml

Figura 46. Recta de calibracién del acido galico. X= mg/ml; Y= &rea integrado bajo el pico.
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Figura 47. Matraces aforados con la muestra.

El andlisis espectrofotométrico se realiza utilizando un espectrofotometro Jenway 6465,
con cubetas Hellma 6030-OG de 10mm.

2.3. ANALISIS CROMATOGRAFICO DE FENOLES INDIVIDUALES

Previo a la introduccion de las muestras en el HPLC estas son filtradas un filtro de 17

mmy 0,45 um, con el fin de evitar posibles obstrucciones de la columna.

Las condiciones iniciales del analisis cromatografico son las siguientes:

= Fase estacionaria: Agilent Hypersil ODS C18 de 250 mm x 4,6 mm

= Fase movil: Acetonitrilo (A) y acido férmico 4,5% (B)

Una vez escogidas la fase movil y la fase estacionaria y teniendo en cuenta ambas, se
realizan una serie de pruebas con el fin de ajustar el método méas adecuado. Las

condiciones finalmente establecidas son:

e Flujo: constante, 1,5 ml/min

e Temperatura de la columna: 30 °C

e Volumen de inyeccion: 100 pl

e Gradiente: min 0-8: 5% B, 95%A; min 10: 15%B, 85%A; min 15: 20%B,
80%A; min 20: 25%B, 75%A; min 30: 70%B, 30% A; min 40-50: 5% B, 95% A

e Deteccién a 280 nmy 330 nm
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El andlisis cromatografico se realiza utilizando un cromatografo Agilent Technologies
Serie 1100, formado por un desgasificador, una bomba cuaternaria, un inyector

automatico y un detector de matriz de diodos (DAD).

2.4. ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE CAPACIDAD

ANTIOXIDANTE

El método utilizado es descrito por Re et al., (1999) con modificaciones. Se diluye el
reactivo ABTS en el tampon fosfato (pH 7,4) hasta obtener una absorbancia
comprendida entre 0.70+0.02 a 734 nm. Esto se hace en la cubeta Hellma 6030-OG de
10mm. Posteriormente se le afiaden 10 ul del extracto metandlico y se agita y se mide la

absorbancia de manera continuada durante 10 minutos.

Figura 48. Cubetas con diferentes muestras.

Se apuntan los valores inicial (t=0) y final (t=10 min) de absorbancia para calcular el %
de disminucion de la sefal.

Absinicial-Absfinal

% de disminucion de la sefial =100 - Abeinicia

Los resultados de absorbancia obtenidos son correlacionados con una recta de calibrado

realizada con Trolox como estandar. Concentracion= (% disminucién +2.1075)/1.8152.
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Se lleva a cabo el mismo procedimiento con cantidades diferentes de Trolox como
antioxidante y se representa la cantidad afiadida de Trolox frene al % de disminucion de
la sefial. De esta manera se relaciona el grado de decoloracion como porcentaje de
inhibicién del radical catiobn ABTS est& determinado en funcién de la concentracion y el
tiempo; asi como del valor correspondiente usando el Trolox como estandar, bajo las

mismas condiciones.

El analisis espectrofotométrico se realiza utilizando un espectrofotometro UVminil1240
UV-Vis Spectrophotometer Shimadzu.

3. ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico se realiza mediante el programa SPSS version 15.0.

Para poder comparar si las medias aritmeticas de la variable son diferentes
significativamente y ver las posibles influencias de los diferentes factores entre dos o
mas grupos de resultados, se utilizo el procedimiento ANOVA de un factor que consiste
en comparar varios grupos respecto a una variable cuantitativa, a un nivel de

significacion de 0,05.

Se utilizo el test Post-hoc Tukey-b para hacer comparaciones maltiples por parejas, con

el fin de ver a qué grupo pertenece cada una de las variables.
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V. RESULTADOS Y
DISCUSION



1. POLIFENOLES TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Este estudio ha sido desarrollado con el fin de cuantificar la capacidad antioxidante y la
cantidad de fenoles en diferentes variedades de lentejas y observar la relacion entre
ellas. Ademas, tenemos informacion de algunas variables dentro del mismo tipo de
lenteja, lo que nos permitira el estudio de la influencia de dichas variables en la
composicion de las lentejas en cuanto a polifenoles y capacidad antioxidante se refiere.

Se ha demostrado que las legumbres pueden ayudar en la prevencion del cancer de
mama (Adebamowo et al., 2005), ademas de aportar otros beneficios para la salud con
respecto a las enfermedades cardiovasculares (Kushi et al., 1999) y la salud ésea
(Alekel y otros 2000), todas ellas ligadas a la capacidad antioxidante. Esta actividad
antioxidante estd relacionada con el contenido de compuestos fendlicos de lentejas
(Duenias, Hernandez, Estrella, 2005). Ademas, varios estudios experimentales han
demostrado que las leguminosas exhiben una actividad antioxidante significativa
(Duenias et al., 2002; Troszynska, Ciska, 2002; Amarowicz et al., 2003).

Una vez realizada la extraccion y cuantificacion de fenoles totales y de la capacidad
antioxidante, y mediante un estudio estadistico se pretende examinar si existen
diferencias significativas, en el contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante

por separado, en funcion de:

- La variedad. Entre Guarefia, Rubia de La Armufia, Castellana, Verdina, Pardina,
Castellana Pelada, Crimson o Roja, Caviar y Rapida. Trataremos Guarefias y
Rubias de la Armufia como variedades distintas con el fin de estudiar si hay
diferencias entre ellas.

- El ecotipo cultivado dentro de la IGP lenteja de la Armufia, Guarefia 0 Rubia de La
Armuna.

- La generacion; si se trata de semilla certificadad de primera generacion (Guarefia
14-15) o de segunda generacién (Guarefia 13-14).

- Los tipos de Guarefia. Guarefia microjaspeada, Guarefia jaspeada o Guarefia sin
jaspedo.

- Lainfluencia de la IGP, Guarefia cultivada dentro de la IGP o fuera de la IGP.

- La influencia de la seleccion de semilla. Semilla seleccionada por el ITACYL o
usada arfio tras afio por el agricultor.

- Lainfluencia del tipo de suelo.
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1.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

Para el estudio partimos de 60 muestras de lentejas trituradas a las cuales se les ha
realizado una extraccion por duplicado usando el método de ultrasonidos. La

cuantificacion ha sido realizada por el método Folin-Ciocalteu.

La extraccion es el paso mas determinante en el proceso completo de extraccion y
cuantificacion de polifenoles totales. La cantidad extraida de fenoles se ve influenciada
por el tiempo de extraccion, la temperatura alcanzada ya que pueden volatilizarse
algunos compuestos (Khoddami., et al, 2013), el tipo de solvente y la proporcion de este
con la muestra (Xu y Chang , 2007), y también por el método utilizado para dicha
extraccion. Ademas de los factores que se dan durante la extraccion, la cantidad de
fenoles final esta influenciada por la preparacion y conservacion de la muestra (Santos-
Buelga., et al, 2012).

Para la preparacion y conservacion de las muestras de lentejas, estas han sido molidas y
conservadas en congelacion. Estas condiciones son las dptimas para evitar la pérdida de

compuestos fendlicos (Santos-Buelga., et al, 2012).

Ademas de la extraccion y sus condicionantes, la cantidad de fenoles totales puede
variar en funcion de otros factores que se estudiaran posteriormente con la aplicacion

de la estadistica.
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Los valores obtenidos para fenoles totales por el método de ultrasonidos en este estudio

son los siguientes:

Tabla 12. Valores medios de fenoles totales en las muestras de lentejas ordenadas por variedades.

CODIGO VARIEDA FENOLES CcODIG VARIEDAD FENOLES
D (mgGAE/100g) 0 (mgGAE/100g)
R1-1 GUARENA 20,49 | ERDA-1  RUBIADE LA L
) ARMUNA 0
R1-2 GUARENA 18,44 | ERDA-2  RUBIA DE LA 32.02
) ARMUNA ’
R1-3 GUARENA 23,45 | ERDA-3  RUBIA DE LA s
) ARMUNA 7
R1-4 GUARENA 17,68 | ERDA-4  RUBIA DE LA 30.57
) ARMUNA ’
R1-5 GUARENA 28,51 | ERDA-5 RUBIADE LA .
) ARMUNA 0
R1-6 GUARENA 24,83 | ERDA-6  RUBIA DE LA 29 66
) ARMUNA ’
R1-7 GUARENA 26,71 | ERDA-7  RUBIA DE LA -
5 ARMUNA ’
R1-8 GUARENA 25,19 | ERDA-8  RUBIA DE LA 2003
) ARMUNA ’
R1-9 GUARENA 23,28 | ERDA-9  RUBIA DE LA .
5 ARMUNA ’
R1-10 GUARENA 26,63 | N-11 CASTELLANA 30,12
R1-11 GUARENA 22,34 | N-12 CASTELLANA 25,45
R1-12 GUARENA 22,77 | N-13 CASTELLANA 26,49
R2-1 GUARENA 26,88 | OT-10 CASTELLANA 40,13
R2-2 GUARENA 19,99 | N-8 VERDINA 22,28
R2-3 GUARENA 20,67 | N-5 VERDINA 39,38
R2-4 GUARENA 26,45 | N-9 VERDINA 37,29
R2-5 GUARENA 22,26 | N-14 VERDINA 30,05
R2-6 GUARENA 29,02 | OT-6 PARDINA 30,56
R2-7 GUARENA 28,68 | OT-7 PARDINA 27,90
R2-8 GUARENA 26,77 | N-7 PARDINA 22,56
R2-9 GUARENA 29,81 | N-15 PARDINA 23,60
R2-10 GUARENA 34,39 | N-18 PARDINA 15,33
R2-11 GUARENA 23,38 | N-6 CASTELLANA e
_ PELADA ’
OoT-1 GUARENA 25,48 | N-16 CASTELLANA 20,03
) PELADA ’
OT-2 GUARENA 32,48 | N-1 ROJA 18,01
OoT-3 GUARENA 23,10 | N-2 ROJA 17,72
OoT-4 GUARENA 22,80 | N-17 ROJA 14,03
OT-5 GUARENA 28,80 | N-3 CAVIAR 21,26
OoT-8 GUARENA 24,79 | N-4 CAVIAR 14,36
OT-9 GUARENA 38,80 | N-10 RAPIDA 17,24
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Si se compara el rango de concentracion obtenido en este trabajo, que varia entre los 12-
34 mg GAE/100g de lenteja, y se compara con los datos expuestos en el apartado 5.1.
que varian entre 100-1200 mg GAE/100g de lenteja, los resultados obtenidos de fenoles
totales en lentejas son bajos.

Como hemos dicho anteriormente, la preparacion de la muestra se ha realizado en
condiciones Optimas, por ello no se considerara esta parte como condicionante del bajo

contenido de fenoles totales.

En cuanto al método de extraccion seleccionado, la utilizacién de ultrasonidos obtiene
buenos rendimientos de extraccion, comparables con el método soxlhet y superiores a la
maceracion (Santos-Buelga., et al, 2012). Ademéas el método de ultrasonidos ha
permitido una extraccion rapida de los fenoles totales, siendo esta una de las mayores

ventajas que permite este método.

Por ello, las bajas cantidades de fenoles totales extraidas son debidas a las condiciones
escogidas en la extraccion. Las temperaturas mas altas se alcanzaron en el rotavapor,
pero estas no superaron los 30°C. Por tanto, se considera que dichas temperaturas no

han influido en la extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos.

Una de las causas responsable de dicha extraccion puede ser el tipo de solvente
utilizado, metanol. El uso de solventes organicos puros puede originar que la extraccion
de sustancias polares no sea completa (Santos-Buelga et, al, 2012). Por otro lado, Xu y
Chang (2007) realizan un estudio usando 6 solventes diferentes, para la extraccion y
cuantificacion de fenoles totales en legumbres, en el cual se concluye que la acetona
presenta mejor rendimiento que el metanol para la extraccion de fenoles en lentejas.
Ademas del tipo de solvente, también influye la proporcion entre el solvente y la
muestra. La cantidad de muestra con respecto al solvente es muy elevada en
comparacion con la usada en los estudios consultados. Esto puede haber originado una

extraccion incompleta de compuestos fenolicos.

Los datos obtenidos se han realizado bajo las mismas condiciones, que unido al método
de ultrasonidos han permitido obtener réplicas muy buenas, lo que permite realizar una

comparacion entre las diferentes clases de lentejas y las variables que les influyen.
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1.2. CUANTIFICACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para el estudio partimos de los extractos metandlicos previamente preparados mediante
el método de ultrasonidos. Para la medida de la capacidad antioxidante se usa el ensayo

ABTS, anteriormente descrito en el apartado de materiales y métodos.

Al igual que la extraccion es un paso determinante en el contenido final de fenoles
totales, también influye en la actividad antioxidante final, debido a que las lentejas
muestran actividad antioxidante relacionada con su contenido fenolico total (Fernandez-
Orozco, Zielinski, Piskula, 2003). Por todo lo anterior, como para el analisis de
capacidad antioxidante partimos del mismo extracto usado para fenoles totales, todos
los factores que afecten al contenido fendlico total, lo hardn en la capacidad

antioxidante.

Los valores obtenidos para la capacidad antioxidante en lentejas medidas mediante el
método ABTS:
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Tabla 13. Valores medios de capacidad antioxidante en las muestras de lentejas.

cODIGO LENTEJA ACTIVIDAD cODIGO LENTEJA ACTIVIDAD

ANTIOXIDANTE ANTIOXIDANTE

ng Trolox /g ng Trolox /g

R1-1 GUARENA 12,45 | ERDA-1 RUBIA DE LA 17,10
ARMUNA

R1-2 GUARENA 11,32 | ERDA-2 RUBIA DE LA 18,80
ARMUNA

R1-3 GUARENA 14,08 | ERDA-3 RUBIA DE LA 19,19
ARMUNA

R1-4 GUARENA 10,90 | ERDA-4 RUBIA DE LA 18,00
ARMURNA

R1-5 GUARENA 16,87 | ERDA-5 RUBIA DE LA 14,04
ARMUNA

R1-6 GUARENA 14,84 | ERDA-6 RUBIA DE LA 17,50
ARMURNA

R1-7 GUARENA 15,88 | ERDA-7 RUBIA DE LA 18,18
ARMUNA

R1-8 GUARENA 15,04 | ERDA-8 RUBIA DE LA 12,19
ARMUNA

R1-9 GUARENA 13,99 | ERDA-9 RUBIA DE LA 10,88
ARMUNA

R1-10 GUARENA 15,83 | N-11 CASTELLANA 17,75

R1-11 GUARENA 13,47 | N-12 CASTELLANA 15,18

R1-12 GUARENA 13,71 | N-13 CASTELLANA 15,75

R2-1 GUARENA 15,97 | OT-10 CASTELLANA 23,27

R2-2 GUARENA 12,17 | N-8 VERDINA 12,83

R2-3 GUARENA 12,55 | N-5 VERDINA 22,86

R2-4 GUARENA 15,73 | N-9 VERDINA 21,70

R2-5 GUARENA 13,43 | N-14 VERDINA 12,38

R2-6 GUARENA 17,15 | OT-6 PARDINA 18,00

R2-7 GUARENA 16,96 | OT-7 PARDINA 16,53

R2-8 GUARENA 15,91 | N-7 PARDINA 14,01

R2-9 GUARENA 17,58 | N-15 PARDINA 7,42

R2-10 GUARENA 20,11 | N-18 PARDINA 6,26

R2-11 GUARENA 14,04 | N-6 CASTELLANA 11,59
PELADA

oT-1 GUARENA 15,20 | N-16 CASTELLANA 8,19
PELADA

oT-2 GUARENA 19,06 | N-1 ROJA 11,31

oT-3 GUARENA 13,88 | N-2 ROJA 9,99

OoT-4 GUARENA 13,72 | N-17 ROJA 9,61

oT-5 GUARENA 17,03 | N-3 CAVIAR 12,87

OT-8 GUARENA 14,82 | N-4 CAVIAR 9,07

OoT-9 GUARENA 22,53 | N-10 RAPIDA 10,66
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En comparacion con los datos obtenidos por Han y Baik (2008), y Fernandez-Orozco,
et al., (2003) los Unicos articulos de la bibliografia consultada que usa el mismo tipo de
ensayo (ABTS) usando el trolox para la expresion de los resultados, los datos son muy
bajos. Esto también ocurria en el contenido de fenoles totales en el mismo articulo, por

lo que valores tan bajos estan relacionados con el bajo contenido fendlico.

En cuanto a la obtencion de resultados tan bajos, interfieren todas las variables citadas
para fenoles, como el tipo de disolvente, y la proporcién de este; ademas de otros
propios de la medicion de la capacidad antioxidante. El ensayo de ABTS tiene algunas
limitaciones. Algunos autores destacan que como el ABTS es el ensayo méas corto,
pueden no haber terminado al completo las reacciones, lo que no permitiria una lectura
completa del contenido de antioxidantes. En relacion a los otros dos ensayos habituales
en la medicién de actividad antioxidante, tanto el DPPH y el FRAP, ambos pueden
tener interferencias en las longitudes de ondas usadas ademas de necesitar un mayor

tiempo para completar el examen.

Se han obtenido réplicas muy buenas entre los dos analisis realizados a cada muestra de
lentejas, teniendo en cuenta que se realizaron dos extracciones desde el inicio, partiendo
de las lentejas trituradas. En base a las buenas réplicas obtenidas en la capacidad
antioxidante de lentejas, se ha realizado una comparacion entre las diferentes clases de

lentejas y algunos de los factores que pueden influir en el resultado.

1.3. INFLUENCIA DE LAS VARIEDADES

La amplia gama de lentejas, recopiladas en el apartado materiales y métodos, son muy
diferentes morfol6gicamente en cuanto a la semilla se refiere, tanto en color, como en
tamafo. Morales-Corts (2016) analiza tres tipos de lentejas (lenteja IGP de La Armuiia,
Pardin y Castellana), encontrando diferencias significativas tanto en cualidades
morfoldgicas como diametro y peso de 100g como en la composicion nutricional en
parametros como proteinas, grasa, fibra y cenizas. Con este estudio se pretende conocer
si también existe diferencia entre estas en la composicion de fenoles totales y la
capacidad antioxidante. Las diferencias de coloracién de las plantas muchas veces estan
relacionadas con fenoles, y carotenoides, presentando diferente capacidad antioxidante

entre ellos y cada tipo de estos.
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Segun la bibliografia consultada las leguminosas con capa oscura, dentro de ellas las
lentejas, poseian una alta capacidad antioxidante debido a elevados contenidos de
taninos condensados (Takahata et al., 2001; Cardador-Martinez et al., 2002; Trozinska
et al., 2002; Wu et al., (2004).

Las lentejas Guarefas y Rubias de la Armufia las consideraremos como dos variedades
distintas con el fin de estudiar si hay diferencias entre ellas, aunque posteriormente se

indague mas en esta cuestion.

Con el fin de comprobar si existen diferencias significativas entre las variedades, se
realiz6 un estudio estadistico partiendo de los valores obtenidos de las 60 muestras de
lentejas analizadas por duplicado, agrupadas en los 9 tipos de lentejas distintos usados.

Las medias del contenido fendlico total se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 14. Contenido de fenoles totales expresado en mgGAE/100g de las diferentes variedades.

Variedad Media Desviacion tipica Significacion
(mgGAE/100g)
Guarefia 25,50, 4,85
Rubia de la Armufia 27,32y 5,48
Castellana 30,55y 6,28
Verdina 32,25, 7,40
Pardina 23,99, 5,58 0,000
Castellana pelada 16,49, 4,19
Roja 16,59, 2,29
Caviar 17,81, 4,35
Rapida 17,24, 2,42

El analisis con ANOVA se realiza con una significacion del 95%.

La variedad Verdina, es la que mayor contenido medio en polifenoles presenta,
seguida de la variedad Castellana, de la Rubia de La Armufia, de la Guarefia y de la
Pardina. En altimos lugares se encuentran muy proximas las variedades Caviar, Rapida,

Roja y Castellana ordenadas en orden descendente.

Para observar las diferencias significativas de forma mas clara al tratarse de varios
conjuntos, se usa la herramienta pruebas post hoc Tukey b, para observar subconjuntos

homogéneos.

Se muestran diferencias significativas entre algunos grupos de lentejas. Las variedades

Castellana pelada, Roja, Réapida y Caviar presentan diferencias significativas con las
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variedades Rubia de La Armufia, Castellana y Verdina. Mientras que las variedades
Guarefia y Pardina pertenecen a los dos subconjuntos, no mostrando diferencias

significativas con el resto.

En esta leguminosa, las mas oscuras de capa son las lentejas Pardina y Caviar, y no
presentan contenidos mas altos de fenoles totales.

Algunos autores ya han estudiado la diferencia del contenido fendlico entre diferentes
variedades de lentejas. Hang y Baik (2008) estudian el contenido de fenoles totales de
varias leguminosas entre las que se encuentran lentejas de la variedad Pardina y de la
variedad Crimson o roja. No encuentran diferencias significativas en el contenido de
fenoles totales entre las dos variedades, al igual que ha sucedido en nuestro estudio
entre dichas variedades. Por otro lado Fratianni et al., (2014) estudian el contenido de
fenoles totales de dos tipos de lentejas, entre las que encuentra diferencias. El autor
afirma que las diferencias en el contenido fenolico pueden ser debidas al tipo de lenteja,
aungue también las asocia a la region geografica de donde provienen y a diferentes

condiciones en la extraccion.

Las variedades pelada y roja, que corresponden con menor contenido de polifenoles, son

lentejas desprovistas de su piel, lentejas peladas.

Las lentejas Castellanas peladas y Castellanas tienen diferencias significativas en cuanto
al contenido de polifenoles. Son lentejas de la misma variedad, en las que unas
presentan piel y las otras no. Aunque otras variables pueden afectar su contenido en
polifenoles, ya que provienen de marcas comerciales diferentes, la diferencia es muy
amplia entre ambas, llegando casi a doblar en el contenido de fenoles totales las
Castellanas a las Castellanas peladas. En base a estos datos, al eliminar la piel el
contenido de polifenoles baja sustancialmente. Han y Baik (2008) observaron una
reduccién aproximada del 88% de fenoles totales en lentejas, lo que indica que la
mayoria de estos compuestos se encuentran en la envoltura y no en el cotiledon. Las
lentejas eran el Unico tipo de leguminosa que presentaba una reduccion tan notoria
al retirar la envoltura, siendo los garbanzos los que tenian la segunda mayor

reduccion con el 37%.
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Por otro lado, las medias de la capacidad antioxidante se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 15. Capacidad antioxidante expresada en ng Trolox/g de las diferentes variedades.

Media ng
Tipo de lenteja Trolox/g Desviacion tipica Significacion
Guarefia 15,21 4pc 2,67
Rubia de La Armufia 16,21 pc 3,02
Castellana 17,99, 3,46
Verdina 17,44 . 5,26
Pardina 12,44 . 5,17 0,000
Castellana pelada 9,89, 2,01
Crimson o roja 10,30, 1,38
Caviar 10,974 2,40
Regular o répida 10,66 ap 1,33

Existen diferencias significativas entre algunas de las lentejas analizadas. Las lentejas
Castellana pelada y roja son significativamente diferentes a la Rubia de La Armufia,
Verdina y Castellana. Y las variedades Verdina y Castellana son significativamente
diferentes respecto a las Castellana pelada, roja, Rapida y Caviar. Las variedades

Pardina y Guarefia no presentan diferencias con el resto de lentejas.

El tipo Castellana pelada, del mismo modo que sucedia en el caso de fenoles totales, es
la que menor capacidad antioxidante presenta, seguida de la roja. Por otro lado la
variedad Castellana es la que mas capacidad antioxidante presenta, seguida de la
variedad Verdina. En el caso de fenoles totales era la Verdina la que mayor contenido

obtenia, seguida de la Castellana.

Oomah et al., (2010) comparan la capacidad antioxidante de dos tipos de lentejas,
lentejas verdes y lentejas rojas, y guisantes. No encuentra diferencias significativas
entre la capacidad antioxidante de los dos tipos en las extracciones realizadas con
acetona, agua caliente y etanol, pero si encuentra diferencias significativas entre ambos
tipos de lentejas cuando la extraccion se realiza con agua, siendo superior la capacidad
antioxidante de lentejas verdes. La capacidad antioxidante de las lentejas verdes es
superior al de las lentejas rojas en todos los casos excepto en el que la extraccion se

realiza con agua caliente.

Xu y Chang (2010) estudia la capacidad antioxidante de 11 tipos de lentejas cultivadas
en Estados Unidos, mediante la capacidad de barrido del radical peroxilico (PRSC)

encontrando diferencias significativas entre las diferentes variedades. Tres de esas
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variedades coinciden con algunas de este estudio, la Pardina, la Regular y la Crimson,
presentando diferencias significativas entre ellas. En nuestro estudio esas variedades no
presentan diferencias significativas. Las diferencias entre los resultados de ambos
estudios estdn influenciadas por el método utilizado para la determinacion de la
capacidad antioxidante ademas de que no coinciden todas las variedades.

Al igual que lo que ocurriera en el caso de fenoles totales, las dos lentejas con menor
capacidad antioxidante son lentejas desprovistas de su envoltura o céscara. Ademas
existen diferencias significativas entre las Castellanas peladas y las Castellanas a las que
no se les han eliminado su cascara. La Castellana pelada es la que menor capacidad
antioxidante presenta con 9,89 nmol Trolox equivalente/g, mientras que la Castellana
es la que mayor actividad antioxidante presenta con 17,99 nmol Trolox equivalente/g,
el descenso de la actividad antioxidante es sustancial. Este hecho ha sido comprobado
por varios autores con anterioridad. La capa de semillas, en la que se encuentran
principalmente compuestos fenolicos con estructuras flavonoides, presenta una mayor
actividad antioxidante que el cotileddn en las lentejas (Amarowicz et al., 2000, Shahidi
et al., 2001, Takahata et al., 2000). Por ello, la envoltura de semillas de las leguminosas
podria utilizarse como una fuente natural de antioxidantes para reemplazar el uso de
antioxidantes sintéticos en los alimentos (Ronzio et al., 1998). Ademas, segun Hany
Baik (2008), las grandes disminuciones en la actividad antioxidante de lentejas
coincidio con la reduccion aproximada del 88% en el contenido de fenoles total al
eliminar la envoltura, lo que indica que los compuestos responsables de actividad

antioxidante se distribuyen mayoritariamente en la envoltura.

1.4. INFLUENCIA DEL ECOTIPO

Dentro de la IGP lenteja de La Armufa se distinguen dos tipos, la Guarefia y la Rubia
de La Armufia. La Guarefia se ha obtenido a partir de una seleccion en masa por tamafio

y produccion del ecotipo lenteja Rubia de La Armufa.

Las semillas de las dos tipos de lentejas cultivadas en La Armufia dentro de la IGP,

proceden de una linea comun, las diferencias morfoldgicas residen en su tamafio.

En cuanto al contenido nutricional, se han encontrado diferencias significativas en

cuanto a la cantidad de grasa y fibra, siendo superior en la variedad Guarefia, y en el
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contenido en magnesio, siendo superior en el ecotipo Rubia de la Armufia (Morales-
Corts, 2016). Por otro lado del Rio (2017) no encuentra diferencias significativas en
ninguno de los grupos de los &cidos grasos (acidos grasos saturados, monoinsaturados
poliinsaturados e insaturados) entre ambos ecotipos, y solo encuentra diferencias
significativas en uno de los 17 acidos grasos presentes en ambos ecotipos.

Al igual que el contenido nutricional anteriormente descrito, se pretende investigar si
existen diferencias significativas en cuanto al contenido de fenoles totales se refiere
entre las lentejas Guarefias y Rubia de La Armufa cultivadas dentro de la IGP Lenteja
de La Armufia.

Tabla 16. Contenido de fenoles totales expresado en mgGAE/100g de las lentejas Guarefias y Rubias de

La Armuiia.
Variedad Media Desviacion tipica Significacion
(gGAE/1009)
Guarefia 25,50, 4,85 0.178
Rubia de La Armuia 27,32, 5,48 ’

El analisis con ANOVA se realiza con un nivel de significacion de a=0,05.

El contenido de fenoles totales es superior en el ecotipo Rubia de La Armufia que en el
tipo Guarefia. Aunque las lentejas del ecotipo Rubia de La Armufia tienen un mayor

contenido, no existen diferencias significativas entre ambos tipos.

Al igual que anteriormente para el caso de fenoles, se pretende indagar en como afecta a

la capacidad antioxidante la influencia del ecotipo de lenteja.

Tabla 17. Capacidad antioxidante expresada en ng Trolox/g de las lentejas Guarefias y Rubias de La

Armufa.
Media ng
Tipo de lenteja Trolox/g  Desviacion tipica Significacion
Guarefa 1591 .
’ a y
Rubia de La Armufia 0,178
16,21, 3,02

La actividad antioxidante es superior en el ecotipo Rubia de La Armufia que en el tipo

Guarefia, como ya ocurriera en el contenido de fenoles totales. Aunque las lentejas del
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ecotipo Rubia de La Armufia tienen un mayor contenido, no existen diferencias

significativas entre ambos tipos, ya que la significacion obtenida no es menor a 0,05.

Por tanto, entre ambos ecotipos no existen diferencias significativas en estos parametros

nutricionales, fenoles totales y capacidad antioxidante.

1.5. INFLUENCIA DE LA GENERACION

En este apartado se pretenden comparar semillas certificadas del tipo Guarefia de

primera y segunda reproduccion (R1 y R2 respectivamente).

No se ha encontrado ningun estudio que compare dicho pardmetro en cuanto a
contenido de fenoles totales, pero si la influencia de este en otros parametros de la
composicion nutricional. Se han encontrado diferencias significativas en cuanto a la
cantidad de hidratos de carbono, hierro y proteina, siendo superior en semilla de primera
reproduccion el contenido de hierro y proteina, y en semilla de segunda reproduccion
los hidratos de carbono (Morales-Corts, 2016). También encuentra diferencias
significativas del Rio (2017) en algunos de los parametros que estudia entre lentejas de
primera y segunda reproduccion, encontrando diferencias en los &cidos grasos saturados
y en los &cidos grasos insaturados, ademas de encontrar diferencias significativas en

cuatros acidos grasos.

Para averiguar si existen diferencias significativas entre los 24 valores obtenidos para
semillas de primera reproduccion (R1), y los 22 valores obtenidos de las 11 muestras
de segunda reproduccion (R2) se realiz6 un estudio estadistico.

Tabla 18. Contenido de fenoles totales expresado en mgGAE/100g de las lentejas Guarefias de primera
reproduccion y de segunda reproduccion.

Tipo de lenteja Media Desvifacic’)n Significacion
(gGAE/100g) tipica
R1 Lenteja de primera 23,36, 3.66
reproduccion 0,020
R2 Lenteja de segunda 2621, 4,49

reproduccion

El andlisis con ANOVA se realiza con un nivel de significacion de a=0,05.
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El contenido de fenoles totales es superior en las lentejas de segunda reproduccion que
en las lentejas de primera reproduccion, y ademas, entre ambas existen diferencias

significativas ya que la significacion entre ambas es menor a 0,05.

Del mismo modo, se comparan los valores obtenidos para la capacidad antioxidante de
lentejas de primera reproduccion y segunda reproduccion.

Tabla 19. Capacidad antioxidante expresada en ng Trolox/g de las lentejas Guarefias de primera
reproduccion y de segunda reproduccion.

Media ng
Tipo de lenteja Trolox/g Desviacion tipica Significacion
R1 Lenteja de primera
reproduccion 14,03, 2,02 0.022
R2 Lenteja de segunda ’
reproduccion 15,604 2,47

Las lentejas de segunda reproduccion obtienen valores mas altos de capacidad
antioxidante que las de primera reproduccion. Como ya ocurriera en el caso de fenoles
totales, si existen diferencias significativas entre ambos tipos de lentejas. No se han
encontrado articulos que estudien las posibles diferencias entre generaciones en cuanto

a la capacidad antioxidante de lentejas.

Entre estos dos grupos de lentejas no solo existe la diferencia de generacion, también
han sido cultivadas en afios diferentes. Las lentejas de primera reproduccion fueron
cultivadas durante la campafa 2014-2015. Por otro lado, las lentejas de segunda
generacion fueron cultivadas durante la campafia 2013-2014. Las caracteristicas
nutricionales de la lenteja estan condicionadas por las caracteristicas del cultivo y por
las condiciones ambientales en las que se desarrolla el cultivo (Bhatty, 1988). Por tanto,
el afio en el que son cultivadas esta claramente relacionado con las condiciones

ambientales de dicho afio, y estas con el contenido nutricional de las semillas.

Por todo ello, aungue existen diferencias significativas en el contenido fendlico total y
en la capacidad antioxidante entre las semillas certificadas de primera generacién y las
semillas certificadas de segunda generacion, no se puede concluir con exactitud que
estas se deban a la generacion de la que procede la semilla de lenteja y no a las

diferencias climatoldgicas producidas entre las dos campafas.
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1.6. DIFERENCIAS ENTRE GUARENA, JASPEADA Y MICROJASPEADA

Las lentejas de tipo Guarefia pueden presentar en la superficie de las semillas unas
motas de tonalidad méas oscura. Estas, a su vez, pueden presentarse de dos tamafios.

Las lentejas con motas de menor tamafio se Ilaman microjaspeadas, mientras que si las

motas son grandes se llaman jaspeadas.

Como ya se ha sefialado en otro apartado anterior, el color de las semillas en legumbres
puede estar relacionado con algunos compuestos fendlicos y con ello con la capacidad
antioxidante, pero no se tiene constancia de la relacion del moteado con estos
compuestos. Para estudiar la relacion del moteado sobre la composicion de fenoles
totales se realizd un estudio estadistico con los datos obtenidos de Guarefias jaspeadas,
microjaspeadas Y sin jaspeado cultivadas dentro de la IGP Lenteja de La Armufia.

Tabla 20. Contenido de fenoles totales expresado en mgGAE/100g de las lentejas Guarefias, Guarefias

microjaspeadas y Guarefias jaspeadas.

Tipo de lenteja Media Desviacion tipica  Significacion
(gGAE/100g)
Guarefa 25,68, 4,96
Microjaspeada 23,10, 1,49 0,560
Jaspeada 22,80, 2,09

Las lentejas Guarefia sin jaspeado son las que mayor contenido en fenoles totales
presentan, seguidas de las microjaspeadas y de las jaspeadas. No existen diferencias
significativas entre las tres. El jaspeado o moteado no influye en el contenido fendlico

total de las lentejas de la variedad Guarefa.

Por otro lado, se realiz6 un estudio estadistico con los resultados obtenidos en la

capacidad antioxidante.

Tabla 21. Capacidad antioxidante expresada en ng Trolox/g de las lentejas Guarefias, Guarefias
microjaspeadas y Guarefias jaspeadas.

Media ng
Tipo de lenteja Trolox/g Desviacion tipica Significacion
Guarefa 15,31, 2,73
Microjaspeada 13,88, 0,82 0,560
Jaspeada 13,72, 1,15
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Al igual que se diera en fenoles totales, las lentejas Guarefia sin jaspeado son las que
mayor actividad antioxidante presentan, seguidas de las microjaspeadas y de las
jaspeadas. Entre estos tipos de lentejas no existen diferencias significativas entre las
tres, ya que la significacion es mayor a 0,05.

Por tanto, podemos concluir que el jaspeado o moteado no influye en la capacidad

antioxidante, del mismo modo que ocurria en el caso de fenoles totales.

1.7. INFLUENCIA DE LA IGP

El cultivo de las lentejas en la IGP Lenteja de La Armuiia se realiza bajo las condiciones
climéticas y edaficas que se dan en la zona norte de la Provincia de Salamanca. El
cultivo en la region de La Armuiia le confiere a la IGP unas cualidades determinadas,

ademas de una reputacion.

Las lentejas cultivadas fuera de la IGP, han sido cultivadas en las provincias de
Albacete, Burgos, Guadalajara y Valladolid .Tanto las lentejas cultivadas dentro y fuera
de la IGP se cultivan en el centro de Espafa. Todas las zonas se ven afectadas por el
mismo tipo de clima, el clima continental. Aunque todas las zonas estén afectadas por el

mismo clima, cada zona se ve afectada por un microclima diferente.

En este apartado se pretende averiguar si existen diferencias significativas en el
contenido de fenoles totales y en la capacidad antioxidante entre las lentejas del tipo
Guarefia dentro de la IGP, y las lentejas de la mismo tipo cultivadas fuera de la IGP,
viendo asi la influencia de las caracteristicas de la region en el contenido de compuestos

fendlicos.

Ambas variables se analizan estadisticamente por separado.

Tabla 22. Contenido de fenoles totales expresado en mgGAE/100g de las lentejas Guarefias cultivadas
dentro y fiera de la IGP Lenteja de La Armufia.

Tipo de lenteja Media Desviacion tipica  Significacion
(gGAE/100g)
Guarefia dentro IGP 24,58 , 4,15 0.001
Guarefia fuera IGP 30,07 5,69 ’
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El andlisis con ANOVA se realiza con una significacion del 95%.

El contenido de fenoles totales es superior en las lentejas cultivadas fuera de la IGP
Lenteja de La Armufia, que los obtenidos en lentejas cultivadas dentro de la IGP, siendo

las diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 23. Capacidad antioxidante expresada en ng Trolox/g de las lentejas Guarefias cultivadas dentro y
fiera de la IGP Lenteja de La Armufia

Media ng
Tipo de lenteja Trolox/g Desviacion tipica Significacion
Guarefia dentro IGP 14,70, 2,29 ‘ 0.001 ‘
Guarefia fuera IGP 17,73y 3,13 ’

Igualmente se observa que si existen diferencias significativas entre las lentejas
cultivadas dentro y fuera de la IGP, siendo superior la capacidad antioxidante de las
lentejas Guarefias cultivadas fuera de la IGP.

Las condiciones ambientales tienen una influencia significativa sobre la composicion
quimica de las leguminosas (Al-Karaki, et al., 1997). Por tanto las condiciones que se
dan en la region de La Armufa perece que si afectan significativamente a la capacidad
antioxidante de las lentejas ademéas de a su contenido fenolico total. Aunque en otro
estudio realizado por del Rio (2017) no encuentra diferencias significativas en los

acidos grasos de lentejas cultivadas dentro y fuera de la IGP Lenteja de La Armufa.

1.8. INFLUENCIA DE LA SELECCION DE SEMILLA

En la IGP Lenteja de La Armufia se han utilizado a lo largo de los afios la semilla
recolectada por el agricultor para la siembra en camparias posteriores. Por otro lado, y

de forma maés reciente, se ha introduciendo semilla seleccionada por el ITACYL.

La seleccion se ha realizado para el ecotipo Rubia de la Armufia con el fin de obtener
una mejora en la pureza de la semilla, evitando asi la posible heterogeneidad sufrida con
los afios, lo cual puede derivar en que no se cumplan los pardmetros descritos en el

pliego de condiciones de la IGP.
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Tabla 24. Contenido de fenoles totales expresado en mgGAE/100g de las lentejas Rubias de La Armufia
seleccionada y propia del agricultor.

Tipo de Lenteja Media Desviacion tipica  Significacion
(gGAE/100g)
Rubia de La Armufia 28,01, 5,64
seleccionada
Rubia de La Armufia 26,45, 5,54 0,565
agricultor

El contenido de fenoles totales es superior en las lentejas seleccionada por el ITACYL
del ecotipo Rubia de La Armufia, que los obtenidos en las semillas procedentes del uso
del agricultor. Sin embargo, entre lentejas seleccionadas y usadas por el agricultor no
existen diferencias significativas en relacion al contenido de fenoles totales.

Tabla 25. Capacidad antioxidante expresada en ng Trolox/g de las lentejas Rubias de La Armufia
seleccionada y propia del agricultor.

Media ng
Tipo de lenteja Trolox/g  Desviacion tipica Significacion
Rubia de La Armufa seleccionada 16,59, 3,11
Rubia de La Armufia agricultor 15,734 3,05 0,565

El analisis con ANOV A se realiza con un nivel de significacion de a=0,05.
Igualmente, la capacidad antioxidante obtenida en las lentejas seleccionadas es mayor
que la obtenida en las semillas procedentes del uso del agricultor, pero entre ellas no

existen diferencias significativas, al igual que sucedia en el contenido fendlico total.

Del Rio (2017) estudia la influencia de la selecciéon de semilla en el perfil lipidico de
lentejas Rubia de La Armufia, no encontrando diferencias significativas, al igual que lo

ocurrido en nuestro estudio tanto en fenoles individuales y en capacidad antioxidante.

La adquisicion de semillas certificadas por parte del agricultor puede otorgarle
beneficios en cuanto a resistencias a plagas y enfermedades se refiere, ademas de
plantas mas homogéneas, lo que facilita las diferentes labores a realizar sobre el cultivo,

como por ejemplo el abonado; pero no tiene influencia sobre estos parametros.
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1.9. INFLUENCIA DEL TIPO DE SUELO

Como se ha indicado anteriormente, las condiciones ambientales influyen en el

contenido nutricional de las lentejas, entre ellas el tipo de suelo.

En este apartado se pretende averiguar la influencia del tipo de suelo en el contenido de
fenoles totales y en la capacidad antioxidante de lentejas. Para ello partimos solo de
lentejas cultivadas dentro de la IGP, que son de las cuales tenemos informacion en

cuanto al suelo.

La IGP Lenteja de La Armufia engloba un total de 34 municipios inscritos, pero en la
siguiente imagen se describen los tipos de suelo predominantes de los municipios donde
se han recogido las muestras de las lentejas Rubia de La Armufia y Guarefias cultivadas

dentro de la IGP utilizadas en el presente estudio.
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Figura 49. Plano de términos municipales y tipos de suelos en los que se han recogido las muestras de
lenteja realizado por el IRNASACSIC (Morales-Corts, 2016).

Existen catorce tipos de suelo en la zona anteriormente descrita en el plano. En algunos
términos municipales se encuentran varios tipos de suelo. Por ello es necesario agrupar
los distintos suelos en categorias, con el fin de asignar a cada término municipal el tipo

de suelo predominante para facilitar el posterior analisis estadistico.
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Tabla 26. Tipo de suelo predominante en cada término municipal

Término municipal Tipo de suelo Suelo predominante
Cabezabellosa de la Calzada CMc+Cme Vertisol Pélico
Cabrerizos CMc+Cme Vertisol Pélico
Castellanos de Moriscos CMc+CMx Vertisol Pélico
La Orbada CMc+CMx Vertisol Pélico
La Vellés LVK+LVv Luvisol Calcico
Monterrubio de la Armufia LVKk+LVv Luvisol Calcico
Negrilla de Palencia LVk+LVv Luvisol Calcico
Pajares de la Laguna LVk+LVv Luvisol Calcico
Palencia de Negrilla CMc+CMXx Vertisol Pélico
Pedrosillo el Ralo CMc+CMx Vertisol Pélico
San Cristdbal de la Cuesta CMc+Cme Vertisol Pélico
Tardaguila LVg+Lva+CMc Luvisol Gleico y Cambisol Calcéarico
Topas LVg+LVa Luvisol Gleico-Albico
Villares de la Reina LVk+ARbCme+CMc Luvisol Calcico
Villaverde de Guarefia LVk+LVv+VRp Vertisol Pélico

Al agrupar los diferentes tipos de suelo en funcién del predominante, se han obtenido 5

tipos de suelo.

Del Rio, en su trabajo sobre la composicion de acidos grasos en lentejas D.O. Armufia
(2017) encontr6 una influencia de los diferentes tipos de suelo en cuanto a la
composicion de &cidos grasos, de modo que los suelos luvisol gleico y cambisol
calcérico, luvisol célcico y cambisol calcarico presentaban valores de acidos grasos

similares, mientras que el vertisol pélico presentaba diferencias con los anteriores.

Se ha realizado un estudio estadistico general de los tipos de lentejas estudiados
pertenecientes a la IGP, englobandose conjuntamente Guarefias y Rubias de la Armufa.
Como en este estudio pueden influir otros factores como el tipo de lenteja, tambien se
ha estudiado estadisticamente la influencia del suelo para conjuntos mas pequefios con

caracteristicas comunes:

- Rubia de La Armuiia.

- Guarefa.
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1.9.1. INFLUENCIA DEL SUELO EN LENTEJAS CULTIVADAS EN LA
IGP

En este apartado se ha realizado un estudio estadistico comparando los datos obtenidos
de fenoles toles y en la capacidad antioxidante en las lentejas Guarefias y Rubias de La
Armufia agrupandolas en funcion de los tipos de suelos descritos en el apartado anterior.

Tabla 27. Contenido de fenoles totales expresado en mgGAE/100g de los diferentes tipos de suelo.

Tipo de suelo (gG'\,él\leEC/ii%Og) Desviacion tipica  Significacion
Cambisol calcérico 23,51 3,89
Luvisol célcico 25,65 4,58
Luv[sc_)l gleico y cambisol 27,01 5,77 0,034
calcérico
Luvisol gleico-albico 26,63 0,05
Vertisol pélico 28,93 5,05

El contenido de fenoles totales es superior en las lentejas cultivadas en suelos donde
predomina el Vertisol Pélico, siendo en el Cambisol Calcarico donde menor contenido

se obtiene.

Cuando se aplica el test Tukey b para detectar diferencias significativas entre muestras
se observa que aunque entre los diferentes tipos de suelos si existen diferencias
significativas segin el ANOVA o=0,05, debido a la sensibilidad de la herramienta
usada para la division entre subgrupos, esta no es capaz de realizar divisiones con los

datos obtenidos.

Por otro lado, se realiza un estudio estadistico para observar si existen diferencias
significativas entre los 5 tipos de suelos para la capacidad antioxidante de lentejas Rubia

de la Armufia y Guarefias cultivadas dentro de la IGP.

Tabla 28. Capacidad antioxidante expresada en ng Trolox/g delos diferentes tipos de suelo.

Media ng
Tipo de suelo Trolox/g Desviacion tipica Significacion
Cambisol calcarico 14,12 2,14
Luvisol célcico 15,29 2,52
Luvisol gleico y cambisol
calcarico 16,04 3,18 0,034
Luvisol gleico-albico 15,83 0,03
Vertisol pélico 17,10 2,78
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El Cambisol Calcérico es el tipo de suelo con menor capacidad antioxidante, seguido
del Luvisol Célcico, Luvisol Gleico y Cambisol Calcarico, Luvisol Gleico-Albico, hasta
el Vertisol Pélico que es el tipo suelo con mayor capacidad antioxidante. Este pues
destaca por su elevado contenido en fenoles totales y actividad antioxidante como
también se diferencian en los &cidos grasos (del Rio, 2017).

Tras el analisis estadistico con un nivel de significacion de a=0,05; se observa que si
existen diferencias significativas entre los diferentes tipos de suelos predominantes
dentro de la IGP. Aunque si existen diferencias significativas, debido a la sensibilidad
del post hoc Tukey-b, no es capaz de realizar divisiones en subconjuntos homogéneos
con los datos obtenidos.

Para analizar de forma mas exacta solo la influencia del suelo en el contenido de fenoles
totales y en la capacidad antioxidante en lentejas, se dividen las muestras atendiendo al
tipo de lenteja al que pertenecen. Estudiandose por un lado los datos de fenoles totales

de lentejas Rubias de La Armufa y por otro las lentejas Guarefias.

1.9.2. INFLUENCIA DEL SUELO EN LENTEJAS RUBIA DE LA
ARMUNA

Como ya se ha sefialado en el apartado anterior, con el objetivo de ver la influencia del
suelo, en este apartado se va a estudiar la influencia de los diferentes tipos de suelo en
las lentejas de tipo Rubia de la Armufia. Las lentejas Rubia de la Armufia se han
cultivado en 7 pueblos, los cuales corresponden a 4 tipos de suelos, a diferencia de lo
ocurrido en el apartado anterior donde el conjunto de las muestras pertenecian a cinco

tipos de suelos diferentes.

Tabla 29. Contenido de fenoles totales expresado en mgGAE/100g de los diferentes tipos de suelo con

datos obtenidos de lentejas Rubia de La Armufia.

Tipo de suelo (gGl\,g\eE%%Og) Desviacion tipica Significacion
Cambisol calcarico 22,68 , 5,03
Luvisol célcico 30,86 4 2,03
Luv[sc_)I gleico y cambisol 32,02, 0,511 0,003
calcérico
Vertisol pélico 30,57 4 0,91
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El andlisis con ANOVA se realiza con una significacion del 95%.

Existen diferencias significativas entre el Cambisol Calcéarico y el Luvisol Gleico +
Cambisol Calcérico; mientras el Vertisol Pélico, y el Luvisol Célcico no presentan
diferencias con el resto de los suelos.

Aunque tanto en este apartado como en el anterior se encuentran diferencias
significativas, no coincide el tipo de suelo con mayor contenido fendlico total en
lentejas. En el apartado anterio el Vertisol Pélico es el suelo con mayor contenido,
mientras que en este apartado este tipo de suelo es el segundo con menor contenido
fendlico. Por el contrario, el Cambisol Calcarico es el que menor contenido fendlico

presenta en ambos apartados.

Tabla 30.Capacidad antioxidante expresada en ng Trolox/g de los diferentes tipos de suelo con datos
obtenidos de lentejas Rubia de La Armufia.

Media ng Desviacion
Tipo de suelo Trolox/g tipica Significacion
Cambisol calcérico 13,66, 2,77
Luvisol célcico 18,16ay, 1,12
Luvisol gleico y cambisol 0,003
calcérico 18,80y 0,28
Vertisol pélico 18,004 0,50

Como en los fenoles totales, se encuentran diferencias significativas entre el Cambisol
Calcarico que es el que menor actividad antioxidante presenta, y el Luvisol Gleico y
Cambisol Calcarico; mientras que los otros dos tipos de suelos no presentan diferencias

significativas entre ellos ni con el resto de suelos.

Para este tipo de lentejas destacan los bajos contenidos de fenoles totales y por tanto de

actividad antioxidante de las muestras cultivadas en el cambisol calcérico.
1.9.3. INFLUENCIA DEL SUELO EN LENTEJAS GUARENA

Para confirmar las diferencias significativas anteriormente observadas, en este apartado
se realiza un estudio comparativo de los diferentes tipos de suelo con los datos

obtenidos para el tipo Guarefia.
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Tabla 31. Contenido de fenoles totales expresado en mgGAE/100g de los diferentes tipos de suelo con
datos obtenidos de lentejas Guarefias.

Tipo de suelo (gGIXI\eE%%Og) Desviacion tipica  Significacion
Cambisol calcarico 23,85, 3,43
Luvisol célcico 23,92, 3,79
Luvisol gleico y cambisol
calcéricc? y 24,50, 5,50 0,153
Luvisol gleico-albico 26,62 , 0,05
Vertisol pélico 28,39, 5,84

No existen diferencias significativas entre los diferentes tipos de suelos con las muestras
obtenidas de las lentejas del tipo Guarefia.

Para el analisis estadistico de la influencia del suelo sobre la capacidad antioxidante se
han dividido los resultados obtenidos en funcion del suelo predominante en cada

municipio.

Tabla 32. Capacidad antioxidante expresada en ng Trolox/g de los diferentes tipos de suelo con datos
obtenidos de lentejas Guarefias.

Mediang  Desviacion

Tipo de suelo Trolox/g tipica  Significacion
Cambisol calcarico 14,30, 1,89

Luvisol célcico 14,34, 2,09

Luvisol gleico y cambisol

calcérico 14,66 4 3,03 0,153
Luvisol gleico-albico 15,83, 0,03

Vertisol pélico 16,80, 3,22

No se han obtenido diferencias significativas entre los 5 tipos de suelos con los datos de

capacidad antioxidante de lentejas tipo Guarefa.

En ambos parametros, capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales, destaca
que fue el suelo vertisol pélico el que presentd6 mayores valores, al igual que ocurria
cuando se consideraban en conjunto lentejas del tipo Guarefia y Rubia de La Armufia,
ademas este suelo también era el que mayores diferencias presentaba cuando se
considerd la influencia del suelo sobre otros parametros nutricionales como los acidos
grasos (del Rio, 2017).
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En conjunto se observa que el cambisol calcérico tiende a dar contenidos mas bajos de
capacidad antioxidante y de fenoles totales, mientras que el vertisol pélico tiende a dar
cantidades mas altas. Las diferencias del vertisol pélico con los otros suelos pueden ser
debidas a la cantidad de calcio, propiedad comdn de los suelos cambisol calcérico,
luvisol célcico, y luvisol gleico y cambisol calcérico.

En base a los datos obtenidos en este apartado dada que no se encuentran diferencias
significativas entre los diferentes tipos de suelo, aungque se encontraran diferencias
significativas entre los tipos de suelos para el tipo Rubia de La Armufa, y en el
conjunto entre Guarefia y Rubia de La Armufia, no se puede afirmar que el tipo de suelo
influya en la composicién de fenoles totales y en la capacidad antioxidante de lentejas
dado que los resultados varian fuertemente en funcion del conjunto de muestras
consideradas. Ademas se ha realizado una generalizacion del suelo de cada municipio
en funcion de la predominancia de este, pero no se sabe con exactitud el tipo de suelo en
cada parcela de las que provienen las lentejas. Ademas del tipo de suelo, en las

condiciones edéficas influyen otros factores como textura y estructura de este, pH, etc.

2. FENOLES INDIVIDUALES
2.1. PERFIL CROMATOGRAFICO

Ademas de estudiar la influencia de los diferentes factores considerados sobre el
contenido fendlico total y la capacidad antioxidante, se pretende discutir la influencia de

los mismos sobre los diferentes grupos de fenoles presentes en las semillas de lentejas.

Para ello se parte del andlisis cromatografico, mediante la cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) de los extractos de metanol obtenidos tras la extraccion con

ultrasonidos de las semillas de lenteja.

Por Gltimo se pretende establecer la existencia de correlaciones significativas entre

todos los parametros estudiados.

Se han revisado los 120 cromatogramas pertenecientes a las 60 muestras extraidas
analizadas por duplicados, encontrandose zonas comunes en todos los cromatogramas.
El primer pico que corresponde a un compuesto fendlico aparece entre los minuto 2 y 3,

y también es comln a todos los cromatogramas, ademas de que es el que presenta una
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mayor area a lo largo del perfil en todos los cromatogramas. Debido a que es el mayor y
comun este se ha eliminado de los gréficos que se muestran, con el fin de ampliar el
perfil base para que se aprecien mejor el resto de picos. Por tanto, el eje de ordenadas es
ampliado hasta los 100 mAU, mientras que el eje de abscisas es ampliado desde los 2
minutos hasta los 35, ya que después de este tiempo no se observa nada en el perfil.

Las lentejas Guarefias; R1, R2, y algunas de las lentejas que engloban el grupo
denominado OT; es el grupo de lentejas con mayor nimero de muestras, 30, lo que
suponen un total de 60 cromatogramas. Revisados los cromatogramas pertenecientes a
este grupo se selccionan 5 tipos de cromatogramas representativos que presentan entre

ellos algunas diferencias.
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Figura 50. Comparativa de los 5 tipos de perfiles presentes en lenteja Guarefia.

Haber encontrado 5 tipos de perfiles diferentes en este grupo de lentejas puede ser
debido al gran ndmero de muestras que lo engloban. Las mayores diferencias se
encuentran entre el minuto 15 y 19, ya que algunos perfiles no presentan picos y otros
los presentan de forma notoria. La muestras R1-3 presenta una serie de picos de tamafo
considerable, mientras que la muestra R2-1 solo presenta un pico, siendo este el de
mayor dimension después del pico que aparece a los 2 minutos aproximadamente del
andlisis. Estos dos contrastan con los perfiles de las muestras R2-11 y OT-1 que no
presenta picos en esa zona. Ademas entre el minuto 3 y 4 también se presentan
diferencias, el perfil R1-3 y OT-1 muestran picos en ese minuto, mientras que R2-1 y
R2-11 no presentan esos picos. ElI cromatograma representativo del grupo Guarefia,
siendo este escogido por su mayor repetitividad en el conjunto de las muestras, es el
perteneciente a la muestra R1-5. Este cromatograma se diferencia principalmente del

resto de los comparados en dos zonas, en la comprendida entre el minuto 3y 4, y la
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comprendida entre los minutos 15 y 17. Entre el minuto 3 y 4 el cromatograma
representativo presenta picos de tamafio inferior a los que presentan los cromatogramas
R1-3 y OT-1. Por otro lado, entre los minutos 15 y 17 no aparecen picos de grandes
dimensiones en el representativo a diferencia de lo ocurrido en los cromatogramas R1.3
y R2-1.

Las muestras de la lenteja pertenecientes al tipo Rubia de La Armufia son las
codificadas como ERda, y se componen de 9 muestras. A diferencia que en el caso de
las lentejas tipo Guarefia, en estas solo se encuentran dos tipos de perfil en los

cromatogramas.

ERdA-7 —
ERdA-9 — —

——
1

|
|
5 | / | rI| ﬂ

min

Figura 51. Comparativa de los 2 tipos de perfiles presentes en lenteja Rubia de la Armufia.

Las diferencias se encuentran en el minuto 15, en el minuto 20 y en el minuto 24. La
muestra codificada como ERdJA-7 presenta mayor nimero de picos, ya que presenta
picos en los minutos anteriormente citados mientras que la muestras codificada como
ERdA-9 no presenta picos en esas zonas. El perfil representativo de las lentejas Rubia
de La Armufia es el perteneciente a la muestra ERAA-9. Su perfil base es similar al de la

muestra R1-5, la representativa de la Guarefia.

En el resto de grupos, el perfil a lo largo del cromatograma es mas similar dentro de
cada grupo, existiendo solo un tipo de perfil por grupo. Asi los cromatogramas tipo de
lentejas de tipo Castellana, Caviar, Pardina, Castellana Pelada, Crimson o roja, Rapida,

Verdina, Rubia de La Armufia y Guarefia son los siguientes respectivamente.
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Figura 52. Cromatograma tipo de lenteja Castellana.
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Figura 53. Cromatograma tipo de lenteja Caviar.

Figura 54. Cromatograma tipo de lenteja Pardina.
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Figura 55. Cromatograma tipo de lenteja Castellana pelada.
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Figura 56. Cromatograma tipo de lenteja roja.
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Figura 58. Cromatograma tipo de lenteja Verdina.
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Figura 59. Cromatograma tipo de lenteja Rubia de La Armufia.
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Figura 60. Cromatograma tipo de lenteja Guarefia.
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Figura 61. Comparativa de los cromatogramas de los 9 tipos de lenteja estudiados.

Los cromatogramas representativos de los diferentes tipos de lentejas son muy
similares, y los mayores cambios se producen en el tamafio de los picos. Destaca un
pico en el minuto 15 en lentejas Pardinas que no aparece en el resto de cromatogramas
representativos. Este mismo pico fue observado en algunas lentejas del tipo Guarefia y
Rubia de La Armufia, pero en estas de mayor tamafio. Por tanto, el cromatogrma que
presenta mas numero de picos no es ninguno de los representativos, sino que es uno de
los tipos expuestos con anterioridad en la comparativa de las lentejas del tipo Rubia de
La Armufia, la muestra ERJA-7. Este cromatograma nos ayudara a la hora de nombrar

cada uno de los picos presentes en los diferentes cromatogramas.
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Figura 62. Cromatograma de la muestra ERJA-7 y los picos identificados. Tiempos de retencién: pico A
(Rt: 2,242), pico B (Rt: 3,827), pico C (Rt: 4,261), pico D (Rt: 5,15), pico E (Rt:8,273), pico F (9,808),
pico G (Rt: 15,757), pico H (Rt: 16,583), pico | (Rt: 17,757), pico J (Rt: 18,153) , pico K (Rt: 18,493),

pico L (Rt: 20,106), pico M (Rt: 20,541), pico N (Rt: 23,373), pico N (Rt: 24,65).

Se han observado 15 picos, nombrados con letras desde la A hasta la N. Todos los picos
son identificados a 280nm. Los picos identificados a 330nm coincidian con algunos de
los ya identificados a 280nm, pero presentaban menor area que los identificados a
280nm. La duracion del andlisis cromatogréafico es de 50 minutos, pero a partir de los 25
minutos no se encuentra ningun pico. El pico con mayor area es el A. Los picosE, I, Jy
K son los picos de mayor tamafio en casi todos los cromatogramas después del A,
existiendo por tanto tres puntos dominantes, el pico A, el pico E y la zona del pico I, J y
K ambos consecutivos. Mientras que los picos G y H no aparecen en la mayoria de los

cromatogramas.

Aguilera et al., (2010) realizan un estudio los de fenoles individuales en lentejas de la
variedad Pardina. EI cromatograma de lentejas crudas presenta mayor cantidad de picos

que en nuestro perfil, de los cuales identifica 29 picos.
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Figura 63. Cromatograma obtenido con HPLC a 280nm. (Aguilera., et al, 2010).

El analisis cromatografico tiene una duracion de 90 minutos, la mayor concentracion de
picos se encuentra entre los 20 y 60 minutos del anélisis, en los que identifica 21 de los
29 picos. En la zona de maxima concentracion se observan los 3 picos con mayor
concentracion. Apenas existen similitudes entre este perfil y el nuestro, ya que en el
nuestro la zona de mayor concentracion se encuentra en el principio del analisis. La

Unica similitud es la existencia de 3 picos que destacan sobre el resto.

Fratianni et al., (2014), realizan un estudio en el cual comparan el contenido de fenoles
individuales de dos ecotipos de lentejas, ademas de otras leguminosas. A diferencia que
en nuestro estudio, y el realizado por Aguilera et al., (2010), el andlisis se realiza
mediante UPLC, un tipo de cromatogafia liquida que reduce los tiempos de analisis y el

gasto de fase movil.
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Figura 64. Arriba (A) cromatograma de lenteja Colliano, abajo (B) cromatogrma de lenteja San Gerardo.
Cromatogramas obtenidos con UPLC (Fratianni et al., 2014).

Los perfiles cromatograficos obtenidos en este estudio presentan una cantidad de picos
inferior que los encontrados Aguilera et al., (2010). Todos los picos aparecen antes del
minuto 12. Aunque encuentran gran namero de picos, solo identifican 10 de ellos en
total, de los cuales 6 estan presentes en lentejas Colliano, y 8 en lentejas San Gerardo.
Los dos perfiles son similares, presentando la zona de maxima concentracion de
compuestos fendlicos en la primera mitad del andlisis, al igual que lo ocurrido en

nuestro caso. Ademas ambas presentan un pico de gran dimensién nada mas empezar el
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analisis, al igual que en nuestro perfil, siendo mayor en lentejas del tipo Colliano que en
lentejas San Gerardo. Uno de los inconvenientes del estudio realizado por Fratianni et
al., (2014) es que quedan muchos compuestos sin identificar.

2.2. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

La lenteja es la leguminosa con mayor contenido fendlico total y presenta gran
diversidad de sustancias fendlicas, enmarcadas en grupos de fenoles como &cidos
hidroxibenzoicos y acidos hidroxicindmicos, flavonoles, proantocianidinas, catequinas,

flavonas y flavanonas (Aguilera et al., 2010).

Tanto Aguilera et al., (2010), como Fratianni et al., (2014) usan estandares conocidos
para la identificacion de los picos presentes a lo largo del perfil del cromatograma. Los
picos son identificados principalmente por dos factores, el tiempo de retencion y el
espectro de absorcion UV de los estandares con el de los picos del cromatograma.
Ademas es frecuente la combinacion del analisis cromatografico con la
espectrofotometria de masas HPLC-MS. La espectrofotometria de masas es utilizada
con objeto de confirmar las sustancias fendlicas identificadas en el cromatograma
anteriormente utilizando el tiempo de retencién y el espectro de absorcion UV
(Aguilera, et al., 2010).

Es comin que aparezcan mas sustancias fendlicas que estandares empleados como le
sucede a Fratianni et al., (2014), ya que los fenoles pueden estar combinados con otros
compuestos, lo que hace que varié notablemente el tiempo de retencion en comparacion

con los estandares empleados.

Aguilera et al., (2010) agrupa los compuestos encontrados segun al grupo de polifenoles
al que pertenece. En esa agrupacion de pueden observar similitudes en el espectro de
absorcion UV de los diferentes grupos. Asi los acidos hidroxibenzoicos pueden
presentar uno o dos picos. Uno de los maximos tiene una A maxima aproximada a
260nm, mientras que el otro en el caso de los que tienen dos maximos presenta una A
méaxima inferior a 300nm. Por otro lado, los acidos hidroxicinamicos también pueden
presentar uno o dos maximos, presentando el primer maximo una A maxima aproximada
a los 300nm, y el otro maximo en los que presentan dos con una A maxima aproximada

de 230nm. Los derivados de catequinas y proantocianidinas también pueden presentar
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uno o dos maximos, presentando el comun una A méxima de 279nm, y el otro una A
maxima de 232nm. Otro grupo, los flavonoles, siguen la dindmica de los grupos
anteriores pudiendo presentar uno o dos maximos, el maximo comun entre los que
presentan uno y dos maximos presenta una A maxima aproximada a 350nm, y otro
maximo con una A maxima aproximada a 265nm. Por Gltimo, el grupo de flavonas y
flavanonas también puede presentar uno o dos maximos, uno con una A maxima que
puede variar entre 285nm y 350nm, y otro que puede variar 240nm y 265nm. Esta

informacidn se resume en la tabla siguiente:

Tabla 33. Resumen de A max de los espectros de absorcion UV de los grupos de fenoles en el estudio
realizado por Aguilera et al., (2010).

A Max A Max maximo 2
GRUPO maximo 1 (opcional)
Hidroxibenzoicos ~ 260nm <300nm
Hidroxicinamicos ~300nm ~230nm
Catequinas y proantocianidinas 279nm 232nm
Flavonoles ~350nm ~265nm
Flavonas y flavanonas 285nm-350nm 240nm-265nm

Ademas de los espectros de absorcion UV de los diferentes grupos, de este estudio
podemos sacar algunas conclusiones del orden en la que sale cada uno de los
compuestos. Los acidos hidroxibenzoicos salen en primer lugar, seguidos por los acidos
hidroxicinamicos. Dedpues de los acidos hidroxicinamicos aparecen los flavonoles. Las
catequinas y proantocianidinas aparecen a lo largo de todo el cromatograma. Las

flavonas aparecen en la parte final.

Sanchez (2017) en su trabajo sobre la caracterizacion fendlica de la lenteja, realiza una
recopilacion bibliografica de los estandares usados para cada grupo de fenoles presentes
mayoritariamente en lentejas. Asi los estandares usados para cada grupo de fenoles
(Sanchez, 2017):

- Estandares de acidos fenolicos: Los &cidos fendlicos se dividen en dos grandes
grupos, 4&cidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos. Para acidos
hidroxibenzoicos los estandares usados son p-hidroxibenzoico, protocateico
(Aguilera, et al, 2010; Duenas, et al, 2002; Duefias, et al, 2007; Amarowicz, et
al, 2010), galico (Duefas, et al, 2002; Duefias, et al, 2007), vainillinico
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(Amarowicz, et al, 2010). Para &cidos hidroxicinamicos los estandares usados
son trans-p-cumarico (Aguilera, et al, 2010; Amarowicz, et al, 2010), trans-p-
hidroxicinamico, trans-ferulico, trans-cinamico (Duefias, et al, 2002; Duefias, et
al, 2007).

- Estandares de estilbenos: trans-reservatrol (Duefas, et al, 2002; Duefias, et al,
2007).

- Estandares de taninos condensados o proantocinidinas: proantocianidina B2
(Aguilera, et al, 2010; Duefias, et al, 2002; Duefias, et al, 2007),
proantocianidina B1 y B3 (Duefias, et al, 2002; Duefias, et al, 2007).

- Estandares de flavan 3-ol: catequina y epicatequina (Aguilera, et al, 2010;
Duenias, et al, 2002; Duefas, et al, 2007; Amarowicz, et al, 2010).

- Estandares de flavonoles: myricentin-3-ramnosido (Aguilera, et al, 2010;
Duefias, et al, 2002; Duefias, et al, 2007), kemferol-3-O rutinosido (Aguilera, et
al, 2010; Amarowicz, et al, 2010), kemferol-3-O-glucosido, kemferol 3-O-
robinosido-7-O ramnosido (Aguilera, et al, 2010), quercentina-ramnosido
(Duenias, et al, 2002; Duefias, et al, 2007), dihidroquercetin, quercetina,
quercetina-3-o0.glucosido, quercetin-3-0-galactosido, quercetin-3-0-rutinosido
(Amarowicz, et al, 2010).

- Estandares de flavonas: apigenin metileter, luteolin 3-7-diglucosido (Aguilera, et
al, 2010), luteolin-7-glucosido, luteolina, apigenin-7-apioglucosido y apigenin-
7-glucosido (Duefias, et al, 2002; Duefias, et al, 2007).

Teniendo en cuenta lo anterior, los estandares comerciales escogidos para la
comparacion de los maximos, ademas de la forma del espectro con los picos nombrados
desde la A a la N en nuestro comatograma son &cido galico, 4cido clorogénico, &cido

cumarico, acido cafeico, acido ferulico, catequina, rutina, kenferol y quercetina.

Una vez escogidos los estandares a emplear, la identificacion se realizara mediante la
comparacion de los tiempos de retencion y los espectros de absorcién UV, tanto la
forma del espectro como la longitud méaxima de absorcion, de los picos encontrados en

el cromatograma de lentejas y los estandares.

Comparados ambos factores, el tiempo de retencion de los picos del cromatograma con
espectro UV similar al de los patrones, no coinciden. Esto puede ser debido a que los

compuestos fendlicos utilizados como estandares son compuestos fendlicos puros
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mientras que los fenoles encontrados en las lentejas suelen estar unidos a otros
compuestos o formando derivados de estos, como dimeros o trimeros, viendo por tanto

su tiempo de retencion modificado y no coincidente con el de la sustancia pura.

Teniendo en cuenta que no disponemos de espectrometro de masas para confirmar las
sustancias encontradas, ademas que los compuestos fendlicos utilizados como
estandares son compuestos fendlicos puros y los fenoles encontrados en las lenteja
suelen estar unidos a otros compuestos o formando derivados de estos, se ha realizado
una tentativa de identificacién por grupos de los picos presentes en el perfil de nuestro
cromatograma, siguiendo la clasificacion realizada por Aguilera et al., (2010) en su
estudio, en vez de realizarlo por sustancias indivisuales. Por tanto clasificaremos las
sustancias como 4&cidos hidroxibenzoicos, 4acidos hidroxicindmicos, flavonoles,

proantocianidinas y catequinas, y por ultimo flavonas y flavanonas.

- Pico A: Es el unico de los picos donde el tiempo de retencion coincide con uno
de los patrones teniendo ambos el espectro UV similar. Presenta un espectro con
una Amax=266nm, el cual coincide con el del estandar de acido galico. Al igual
que Fratianni, et al, (2014) obtenemos este pico al inicio del cromatograma. Se

trata de un acido hidroxibenzoico.
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Figura 65. A la izquierda espectro del pico A de la muestra. A la derecha espectro del patron del

acido galico.

- Pico B: Presenta un espectro con una Amax=266nm. Debido a la forma del
espectro, ademas de encontrarse en la zona inicial del cromatograma y su

espectro maximo de absorcién también se trata de un acido hidroxibenzoico.
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Pico C: Presenta un espectro con Amax=276nm, y un hombro a A=250nm. El
espectro maximo de absorcion concuerda con una catequina o proantocianidina
en comparacion con los datos extraidos del estudio realizado por Aguilera et al.,
(2010), ademas de que la zona de aparicion concuerda con la descrita en dicho
trabajo. Con ello concluimos que se trata de una catequina o proantocianidina.

Pico D: Presenta un espectro con una Amax=266nm. Al igual que el pico B,
debido a la forma del espectro y encontrarse en la zona inicial del perfil, ademas

y de su A maxima se trata de un acido hidroxibenzoico.

Pico E: Presenta un espectro con 2 maximos, Amax=266 y Amax=346. El
espectro coincide con la forma del Kemferol, ademas del primer maximo del
estandar con 2 maximos a Amax=266y Amax=366. Por tanto puede ser un

derivado de este y lo englobamos como flavonol.
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Figura 66. A la izquierda espectro del pico E de la muestra. A la derecha espectro del patron del

Kemferol.

Pico F: Presenta un espectro con Amax=270nm, y un hombro a A=288nm. Su
espectro coincide con el del estindar de acido cumarico, Amax=270nm y un
hombro A=288nm, pero tiempo de retencion no coincide con el del estandar,
tratdndose por tanto de un derivado de este. Pertenecen al grupo de acidos
hidroxicinamicos.

Pico G: Presenta dos maximos Amax= 254nm, y Amax =274nm. El espectro

maximo de absorcidbn concuerda con un derivado de catequina o
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proantocianidina en comparacion con los datos extraidos del estudio realizado
por Aguilera et al., (2010) y el segundo méximo es muy similar al de nuestro
patron de catequina, Amax=278nm. Asimismo la zona de aparicion concuerda
con la descrita. Con ello concluimos que se trata de una catequina o

proantocianidina.

Pico H: Presenta dos maximos Amax= 254nm, y Amax =276nm. Tanto la forma
del espectro como los maximos son muy similares al pico G. Por tanto se trata

de una catequina o proantocianidina.

Pico I: Presenta dos maximos Amax= 254nm, y Amax =276nm. El perfil del
espectro no es tan similar como lo son los dos picos anteriores, pero el espectro

maximo de absorcion concuerda con el de una catequina o proantocianidina.

Pico J: Presenta un espectro con Amax=276, y un hombro a A=256nm. Este pico
sigue la dinamica de los tres anteriores. Se trata de una catequina o

proantocianidina.

Pico K: Presenta un espectro con Amax=300nm. No puede tratarse de un
flavonol debido a la forma de su espectro. Debido al maximo de su espectro,
concuerda con un acido HidroxicindAmico. Ademas los acidos hidroxicinamicos
se encuentran hasta la mitad del estudio realizado por Aguilera et al., (2010), y
en nuestro caso este pico se encuentra antes de la mitad. Se trata de un acido

hidroxicinamico.

Pico L: Presenta un espectro con Amax=258nm. No puede tratarse de un acido
hidroxibenzoico por la zona en la que aparece, y su espectro maximo no
concuerda con el resto de tipos. No podemos concluir a qué tipo de compuestos

pertenece.

Picos M, N y N: Presentan unos maximos de absorcién de Amax=278nm,
Amax=274nm, y Amax=276nm respectivamente. Entre los tres picos presentan
unos perfiles de los espectros muy similares. Presentan un espectro maximo muy

similar al de la catequina, pero sus espectros son muy diferentes al del estandar y
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otros compuestos derivados de ellos. No podemos concluir de qué tipo de

compuestos se tratan.

Una vez realizada la identificacion se agrupan los diversos picos en funcién del grupo al

que estos pertenecen, para su unificacion.

Tabla 34. Tabla resumen de los grupos a los que pertenecen los diferentes picos identificados.

Acidos Acidos Catequinas y

. . . . L S Flavonoles
hidroxibenzoicos hidroxicindmicos proantocianidinas

Pico

Pico A X

Pico B X

Pico C X

Pico D X

Pico E X

Pico F X

Pico G

Pico H

Pico |

XX | XX

Pico J

Pico K X

El grupo al que pertenecen mas compuestos es el de catequinas y proantocianidinas con
5 picos, seguido de acidos hidroxibenzoico con 3 picos, de acidos hidroxicinamicos con

3 picos, mientras que de flavonoles solo hay un pico, y ninguno de flavonas.

La existencia de un mayor nimero de picos de un grupo no implica que este sea el que
mas aporte a la composicion fendlica de las lentejas, ya que eso es dependiente de su
concentracion. El area que cada pico presenta en el cromatograma esta relacionada con
su concentracion. Utilizando una regresion lineal con las curvas de calibracion de las

diferentes sustancias se relaciona el rea encerrado bajo la curva y la concentracion.

Debido a que los compuestos encontrados no coinciden con los estandares empleados,
no se puede averiguar la concentracion de cada sustancia, y por tanto solo se puede

comparar el area bajo la curva.

125




2.3. CONTENIDO FENOLICO INDIVIDUAL

Como ya hemos visto en la comparacion de cromatogramas, todas las muestras de
lentejas no presentan el mismo tipo de perfil, ademéas de no presentar el mismo tamafio

de los picos comunes, es decir la misma area.

Una vez realizada la identificacion por grupos de fenoles, ademas de obtener el area de
cada pico tras el andlisis de las 60 muestras de lentejas por duplicado, mediante un
estudio estadistico se pretende averiguar la existencia o no de diferencias significativas,
en el area bajo la curva de los principales grupos de fenoles, en funcion de:

- La variedad. Entre Guarefia, Rubia de La Armufia, Castellana, Verdina, Pardina,
Castellana Pelada, Crimson o Roja, Caviar y Rapida. Trataremos Guarefias y
Rubias de la Armufia como variedades distintas con el fin de estudiar si hay
diferencias entre ellas.

- El ecotipo cultivado dentro de la IGP lenteja de la Armufia, Guarefia o Rubia de La
Armuna.

- La generacion; si se trata de semilla certificadad de primera generacion (Guarefia
14-15) o de segunda generacion (Guarefia 13-14).

- Los tipos de Guarefia. Guarefia microjaspeada, Guarefia jaspeada o Guarefia sin
jaspedo.

- Lainfluencia de la IGP, Guarefia cultivada dentro de la IGP o fuera de la IGP.

- La influencia de la seleccion de semilla. Semilla seleccionada por el ITACYL o
usada afo tras afio por el agricultor.

- La influencia del tipo de suelo.

Previo al anlisis estadistico se procede a la suma del area de todos los picos del mismo
grupo dentro de cada muestra, comparando asi el area bajo la curva de los acidos
hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos, catequinas Yy proantocianidinas, Yy

flavonoles.

126



2.3.1. INFLUENCIA DE LAS VARIEDADES

Partimos de nueve tipos o variedades de lentejas, que presentan diferencias tanto en
tamafio como color y forma. Ademés de esas diferencias, se pretende averiguar si

existen diferencias en cuanto a la composicién fendlica individual.

Fratianni et al. (2014) realizan un estudio en el que comparan dos tipos de lentejas,
Colliano y San Gerardo. En dicho estudio encuentran diferencias en el contenido
fendlico individual entre los dos tipos de lenteja, tanto en los compuestos identificados
como en la concentracion de dichos compuestos. En lentejas Colliano identifica 6 tipos
de compuestos mientras que en lentejas San Gerardo identifica 8 fenoles individuales.
En otro estudio, Xu y Chang (2010) comparan 11 variedades de lenteja, en las que
identifican los mismos compuestos fenolicos en todas las variedades, observando
diferencias significativas en la concentracion de dichos compuestos entre las diferentes

variedades que conforman el estudio.

No se han encontrado los mismos picos en todas las lentejas. En las lentejas Guarefias
cultivadas dentro de la IGP no se ha encontrado el pico I, mientras que este si se ha
encontrado en las Guarefia cultivadas fuera. Las muestras de Rubia de la Armufa
presentan todos los picos identificados (A-K), al igual que la lenteja Pardina. Las
muestras de las variedades regular y Castellana pelada no presentan los picos B, G y H,
mientras que la Castellana no presenta Unicamente el pico G. La Caviar o Beluga no
presenta los picos B y G, siendo por tanto similar a la regular y Castellana pelada,
tampoco presenta el pico B la lenteja Crimson o roja. La lenteja Verdina es diferente a
las anteriores ya que el pico que no presenta es el H. Aunque existen diferencias entre

las variedades, todas presentan los picos de mayor area, que sonel A, E, F, Jy K.

Se realiza una comparacion estadistica del area bajo la curva que presenta cada
sustancia, agrupadas en cuatro grupos de fenoles, entre las variedades de lentejas

analizadas.
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Tabla 35. Valores medios de las areas de los picos agrupados por grupo de fenoles individuales, de las
variedades de lentejas. Las diferencias estadisticas se leen en vertical.

Variedad . A_cidos . . A_ci_dqs . Catquings y Flavonoles
hidroxibenzoicos | hidroxicinamicos proantocianidinas
Rapida o regular 536,95, 922,45, 682,45, 636,85y,
Caviar 843,40, 1813,28 751,20, 993,574
Pardina 1040,71, 679,95, 868,82, 328,54,
Roja o Crimson 1097,77 3050,51, 781,10, 1083,133;
Guarefia 1118,734 942,57 ¢ 830,82, 364,75 4
Castellana pelada 1121,77 4 2368,074 588,20, 788,634
Castellana 1188,704, 870,154 809,65, 347,41,
Verdina 1295,23,, 1646,61c 920,80, 863,434
Rubia Armufia 1755,56, 1258,75 apc 1080,17 , 374,52 4

Los acidos hidroxicinamicos son los que mayor area presenta en 5 de las 9 variedades
de lentejas, como son la lenteja regular, Caviar, Crimson, Castellana pelada y Verdina.
En las muestras de lenteja Pardina, Guarefia, Castellana y Rubia de La Armufia
predominan los &cidos hidroxibenzoicos. Aguilera et al. (2010) realiza una agrupacion
por tipo de compuesto similar a la realizada en este estudio para lenteja del tipo Pardina,
pero identifica mas picos, obteniendo como resultado que las catequinas y
proantocianidinas es el grupo con mayor cointenido, seguido de los flavonoides y de los
acidos hidroxibenzoiscos. La identificacion de picos no es la Unica diferencia, ya que en
este estudio la comparativa es de areas y en el realizado pos Aguilera et al. (2010)

compara la concentracion de los compuestos.

La lenteja de tipo rapida es la que menor contenido de &cidos hidroxibenzoicos presenta,
mientras que la lenteja tipo de La Armufia es la que mas presenta triplicando a la
anterior. En este grupo de fenoles aparecen diferencias significativas entre la lenteja de
tipo regular o rapida y la lenteja Rubia de La Armufia, mientras que el resto de grupos

de lentejas no presentan diferencias entre ellas ni con las otras dos.

Los acidos hidroxicindmicos presentan mas diferencias que el grupo anterior. La lenteja
tipo Pardina es la que menor contenido de este tipo de compuestos presenta, seguida de
la de tipo Castellana. Por otro lado, la Castellana pelada es la segunda que mas
contenido de estos compuestos presenta, siendo la que mayor contenido presenta la
lenteja Crimnson o roja. Este tipo de compuestos aparece en mayor medida en lentejas
desprovistas de su envoltura, por tanto estan presentes mayoritariamente en el cotiledon
de las lentejas. Es notorio que la Castellana pelada presente un area bajo la curva casi 3

veces superior para este grupo que la castellana sin pelar. Segin Duefias et al. (2002) en

128



el cotiledon se encuentran los compuestos hidroxibenzoicos e hidroxicindAmios estando
los hidroxicindmicos en mayor concentracion. Por tanto al ser el total de la muestra de
la lenteja Castellana pelada cotiledon, los &acidos hidroxicindAmicos aparecen mas

concentrados.

Las Catequinas y proantocianidinas son el grupo de fenoles analizado més estable en el
conjunto de todas las variedades de lentejas, ya que en este grupo no se aprecian
diferencias significativas. La lenteja Castellana pelada es la que menor contenido de
este grupo presenta, mientras que la Rubia de La Armufia es la que mayor cantidad de
este tipo de compuestos presenta, igual que se observaba para los acidos
hidroxibenzoicos. En este es en el Unico de los grupos donde la Castellana presenta
menor contenido que la Castellana, esto es debido a que las catequinas y
proantocianidinas son mucho mas abundantes en los tejidos externos (Duefias et al.,
2002).

Los flavonoles detectados en este estudio corresponden tan solo a un pico, el pico E. Por
tanto en este grupo se estudia la variabilidad de dicho pico. EIl hecho de que su area
venga determinada por un solo pico, hace que en muchas ocasiones este grupo sea el
que menor area presenta. Al igual que en el caso de acidos hidroxicindmicos la
variabilidad de este grupo es alta, ya que existen diferencias significativas y se forman
varios subgrupos. La lenteja Pardina es la que menor area presenta, seguida con valores
muy similares por la Castellana, Guarefia, y Rubia de La Armufia. La que mayor area
presenta es la lenteja Crimson, seguida de la Caviar. Las variedades que presentan los
valores maximos y minimos para este grupo de compuestos fueron los mismos que para
acidos hidroxicinamicos. Destaca de nuevo gue la Castellana pelada presenta un area de
casi el doble que la Castellana, siendo las diferencias estadisticamente significativas, en
este caso su area esta por debajo de la presentada por la Caviar; aunque sin diferencias

significativas entre ambas como en el caso de los acidos hidroxicinamicos.

Al igual que en el caso de fenoles totales y capacidad antioxidante si se encuentran
diferencias significativas en los grupos de fenoles exceptuando el grupo de catequinas y
proantocianidinas, por tanto la variedad si influye en el contenido fendlico de la lenteja,

y por ello en su capacidad antioxidante.
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2.3.2. INFLUENCIA DEL ECOTIPO

Como ya se menciono en el apartado de fenoles totales y capacidad antioxidante, la IGP
lenteja de La Armufia estd compuesta por dos tipos de lentejas, la lenteja Guarefia y la
lenteja Rubia de La Armufia. La primera se ha obtenido a partir de una seleccién en
masa por tamafio y produccién del ecotipo lenteja Rubia de La Armufa.

Se realiza una comparacion estadistica entre lentejas Guarefia y Rubia de La Armula del
area bajo la curva que define cada sustancia, agrupadas en acidos hidroxibenzoicos,
acidos hidroxicinamicos, catequinas y proantocianidinas, y flavonoles.

Tabla 36. Valores medios de las areas de los picos agrupados por grupo de fenoles individuales, de las
lentejas Guarefia y Rubia de La Armufia cultivadas dentro de la IGP.

Grupo de fenol Variedad Media De;\gi(;on Significacién
Acidos Guarefia 1094,74 5 588,11
. - . ] 0,001
Hidroxibenzoicos | Rybia Armufia 1755,56 1, 902,65
Acidos Guarefia 934,65 4 585,36 0.03
Hidroxicinamicos | Rubia Armufia 1258,75p 320,44 ’
Catequinasy | Guarefia 772,33, 468,57 0.013
proantocianidinas | Rybia Armufia 1080,17, 325,14 ’
Flavonoles Gua_rena ) 333,95, 117,04 0,177
Rubia Armufia 374,52, 72,76

Los acidos hidroxibanzoicos son los que mayor contenido presentan en ambos tipos de
lentejas, seguidos por los é&cidos hidroxicindAmicos, por las catequinas Yy
proantocianidinas, y en ultimo lugar y por tanto que menor area presentan los
flavonoles. Ademas en todos los tipos de compuestos la lenteja Rubia de La Armufia

presenta mayor area que la lenteja Guarefia.

Tanto en &cidos hidroxibenzoicos, como en &cidos hidroxicinamicos, y catequinas y
proantocianidinas presentan diferencias significativas. Contrasta con el caso anterior el
grupo formado por catequinas y proantocianidinas, en el cual no se apreciaban
diferencias significativas entre las diferentes variedades de lenteja debido al mayor

namero de muestras y por tanto mayor varianza.

En flavonoles no existen diferencias significativas, ambas muestras presentan un

contenido bajo de este grupo de fenoles.
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Por tanto el ecotipo influye en el contenido de fenoles individuales, en concreto en los
siguientes grupos, &cidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicindmicos, y catequinas y

proantocianidinas; mientras que no influye en los flavonoles.

Esto contrasta con los resultados obtenidos para fenoles totales y capacidad
antioxidante, donde no existian diferencias significativas, al igual que en acidos grasos
(del Rio, 2017), aunque si influye en otras caracteristicas como grasa, fibra y contenido
de magnesio (Morales-Corts, 2016).

2.3.3. INFLUENCIA DE LA GENERACION

En este apartado se pretende averiguar el comportamiento de las semillas de primera

generacion y de segunda generacion en cuanto al contenido fendlico individual.

Para averiguar si existen diferencias significativas entre ambos tipos de lentejas se
realiza un estudio estadistico en el que se comparan las areas de los diferentes grupos de
fenoles. Cada grupo se compone por el sumatorio del area bajo la curva de los diferentes

picos pertenecientes a dicho grupo.

Tabla 37. Valores medios de las &reas de los picos agrupados por grupo de fenoles individuales, de las
lentejas de primera y segunda generacion.

Grupo de fenol ~ Variedad Media De;\:)l;':(lgon Significacién
Acidos Guarefia R1 1135,00 4 734,07
. . . 0,633
Hidroxibenzoicos | Guarefia R2 1050,82 4 383,55
Acidos Guarefia R1 968,29 5 533,35 0,680
Hidroxicinamicos | Guarefia R2 897,95, 648,07 ’
Catequinas y | Guarefia R1 799,48 4 559,06 0.686
proantocianidinas | Guarefia R2 742,71, 355,55 ’
Flavonoles Guarerja R1 311,28, 98,12 0,173
Guarefia R2 358,69 , 132,59

En la tabla anterior se muestran los valores medios de los diferentes grupos de fenoles

en lentejas Guarefia de primera y segunda reproduccion.
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La lenteja Guarefia de primera reproduccion, R1, presenta mayor area en la mayoria de
los grupos, siendo mayor en &cidos hidroxibenzoicos, en &cidos hidroxicindmicos, y
catequinas y proantocianidinas. La lenteja Guarefia de segunda reproduccion, R2,
presenta mayor area de flavonoles.

No existen diferencias significativas entre ambos tipos de lentejas en ninguno de los
grupos de fenoles detectados en este estudio. Anteriormente ya se observd que hubo
diferencias significativas debido a esta variable en los fenoles totales y a la actividad
antioxidante por lo que este resultado difiere de lo ya comentado, ya que los otros
meétodos cuantifican mas cosas. También se encontraran diferencias significativas en
otros estudios donde se comparan otras cualidades nutricionales en el mismo tipo de
lentejas, como contenido de hierro, proteinas y acidos grasos (Morales-Corts, 2016; del
Rio 2017).

Como ya se alegara en el caso de fenoles totales, no solo son diferentes en cuanto a la
generacion, sino que también han sido cultivadas en afios diferentes, y por tanto la
aparicion o no de diferencias significativas puede deberse a ambas variables, sin saber si

estas afectan sinérgicamente o antagénicamente.

2.3.4. DIFERENCIAS ENTRE GUARENA, JASPEADA Y
MICROJASPEADA

En este apartado se pretende averiguar si el jaspeado de lentejas provoca cambios en el
contenido de fenoles individuales. Previamente ya se habia observado que no hubo
diferencia en polifenoles totales ni en actividad antioxidante para este factor. Para ello
se compara estadisticamente el area bajo la curva de los diferentes picos agrupados en
acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicindmicos, catequinas y proantocianidinas, y

flavonoles.
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Tabla 38. Valores medios de las areas de los picos agrupados por grupo de fenoles individuales, de
lentejas Guarefia sin jaspeado, Guarefia jaspeadas y Guarefia microjaspeada. Las diferencias estadisticas

se leen en vertical.

Variedad ~Acidos _ Acidos Catequinasy | piauonoles
Hidroxibenzoicos [ Hidroxicinamicos [ proantocianidinas

Jaspeada 863,904 599,45, 1011,75, 350,85,

Microjaspeada 865,80 , 978,00, 922,20, | 387,85,

Guarefia 1094,74 , 934,65 5 772,32, 333,95,

Al igual que en todo el estudio, para el andlisis de subconjuntos homogéneos se ha
usado la herramienta pos hoc Tukey-b.

La lenteja de tipo jaspeada es la que menor contenido presenta de acidos
hidroxibenzoicos, pero de forma muy similar al presente en lentejas microjaspeadas.
También es la que menor contenido presenta de acidos hidroxicinamicos, mientras que

es la que mayor contenido presenta en catequinas y proantocianidinas.

La lenteja microjaspeada es la que mayor contenido de acidos hidroxicinamicos

presenta, al igual que en flavonoles.

La lenteja sin jaspeado presenta mayor contenido en &cidos hidroxibenzoicos, pero a su

vez es la que menor contenido muestra en catequinas y proantocianidinas, y flavonoles.

Entre los tres tipos de lenteja no existen diferencias significativas en ninguno de los
cuatro grupos de fenoles detectados en este estudio, como son &cidos hidroxibenzoicos,
acidos hidroxicindmicos, catequinas y proantocianidinas, y flavonoles. Por tanto el
jaspeado o moteado no influye en el contenido fendlico individual de las lentejas, al

igual que tampoco influia en el contenido fendlico total y en la capacidad antioxidante.

Este resultado contrasta con los resultados obtenidos por del Rio (2017) quien sefiala
diferencias significativas entre estos tres tipos de lentejas para los acidos grasos
saturados totales, revelando una influencia significativa de este factor sobre la

composicion nutricional.
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2.3.5. INFLUENCIA DE LA IGP
Con este estudio se pretende averiguar si existen diferencias significativas en el

contenido de sustancias fendlicas individuales entre lentejas Guarefia cultivadas dentro
de la IGP y lentejas del mismo tipo cultivadas fuera de la IGP. Las lentejas cultivadas
fuera de la IGP, han sido cultivadas en las provincias de Albacete, Burgos, Guadalajara
y Valladolid.

Para ello se compara estadisticamente el area encerrada bajo la curva de los picos
agrupados por grupos de fenoles, de lentejas Guarefia cultivadas dentro de la IGP y
cultivadas fuera de esta.

Tabla 39. Valores medios de las areas de los picos agrupados por grupo de fenoles individuales, de las
lentejas Guarefia cultivadas dentro y fuera de la IGP.

Grupo de fenol Variedad Media De;,vplicgon Significacion

Acidos Guarefia cultivada dentro 1094,74 , 588,11 0.291
Hidroxibenzoicos Guarefia cultivada fuera 1330,64, 828,42 '

Acidos Guarefia cultivada dentro 934,65, 585,36 0.590
Hidroxicinamicos Guarefia cultivada fuera 1040,55 , 406,42 '

Catequinasy  Guarefia cultivada dentro 772,33, 468,57 0.094
proantocianidinas Guarefia cultivada fuera 1045,46 413,93 '

Elavonoles Guarerja cult!vada dentro 333,95, 117,04 0,002

Guarefa cultivada fuera 504,58, 261,73

Los acidos hidroxibenzoicos son los que mayor contenido presentan, seguidos por los
acidos hidroxicindmicos, por las catequinas y proantocianidinas, y por ultimo y con

menor contenido los flavonoles.

Las Guarefias cultivadas dentro de los margenes de la IGP presentan un menor
contenido de fenoles individuales en acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicindmicos,
catequinas y proantocianidinas, y flavonoles, es decir, en todos los grupos de fenoles
analizados. Esto coincide con el contenido fendlico total, que también era superior en

lentejas cultivadas fuera de la IGP.

Sin embargo, solo existen diferencias significativas entre lentejas cultivadas dentro y

fuera de la IGP en el conenido de flavonoles. El resto de grupos no presenta diferencias
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significativas, aunque si presentan diferencias el contenido de fenoles totales y la
capacidad antioxidante.

2.3.6. INFLUENCIA DE LA SELECCION DE SEMILLA

En este apartado se pretende averiguar como influye en el contenido fendlico individual
la seleccién de semillas puras. Por ello se compara semilla seleccionada por el ITACYL
para el ecotipo Rubia de la Armuiia, y semilla de la misma variedad que se ha usado por
el agricultor durante afios, ambas cultivadas dentro de los margenes de la IGP lenteja de

La Armufia.

Como en los casos anteriores, se compara estadisticamente el area bajo la curva de los
diferentes picos, agrupados en funcion del grupo fendlico al que pertenecen, pero en
este caso entre lentejas seleccionadas y usadas por el agricultor de la variedad Rubia de
La Armufia.

Tabla 40. Valores medios de las areas de los picos agrupados por grupo de fenoles individuales, de las
lentejas seleccionadas y usadas por el agricultor de la variedad Rubia de La Armufia.

Grupo de fenol Variedad Media De;vpls:c;on Significacién

Acidos Seleccionada 1359,53, 720,18 0.033
Hidroxibenzoicos propia del agricultor 2250,59, 898,77 '

Acidos Seleccionada 1318,26, 395,78 0.395
Hidroxicinamicos propia del agricultor 1184,36, 191,26 '

Catequinasy  Seleccionada 980,53, 356,61 0.151
proantocianidinas propia del agricultor 1204,71, 247,64 '

Flavonoles Sele(fmonada _ 387,61, 81,83 0,41

Propia del agricultor 358,15, 60,78

En la lenteja seleccionada por el ITACYL el contenido de acidos hidroxibenzoicos y
acidos hidroxicindmicos es muy similar. Este tipo de lenteja presenta mayor contenido
que la usada por el agricultor en acidos hidroxicindmicos y flavonoles. Por otro lado, la
semilla usada por el agricultor presentan mayor contenido en acidos hidroxibenzoicos

ademas de en catequinas y proantocianidinas.
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Solo existen diferencias significativas en el contenido de &cidos hidroxibenzoicos entre
lentejas seleccionadas y no seleccionadas de la variedad Rubia de La Armufia.

2.3.7. INFLUENCIA DEL TIPO DE SUELO

Como ya se ha indicado anteriormente en el caso de fenoles totales y actividad
antioxidante, las lentejas procedentes de la IGP Lenteja de La Armuiia han sido
cultivadas en diferentes pueblos enmarcados dentro de los limites de la IGP, los cuales
presentan un total de 5 tipos de suelos predominantes, luvisol gleico y cambisol

calcérico, luvisol calcico, cambisol calcérico, luvisol gleico-albico, y vertisol pélico.

Las lentejas de las cuales se tiene conocimiento del tipo de suelo donde han sido
cultivadas pertenecen a los dos tipos de lentejas cultivadas dentro de la IGP, Rubia de
La Armufa y Guarefa. Por tanto se evaluara la influencia del suelo en el conjunto de
ambos tipos de lentejas, ademas de por un lado las lentejas del tipo Rubia de La Armufia
y por otro lado las lentejas del tipo Guarefia.

2.3.7.1. INFLUENCIA DEL SUELO EN LENTEJAS CULTIVADAS EN LA IGP

En este apartado se pretende averiguar como influye el tipo de suelo en la composicidn
fendlica individual de las lentejas. Para ello se agrupan las muestras de las lentejas
Guarefia y Rubia de la Armufia, en funcion del tipo de suelo predominante.

Tabla 41. Valores medios de las areas de los picos agrupados por grupo de fenoles individuales, de los
diferentes suelos predominantes en la IGP de lentejas Guarefia y Rubia de La Armufia.

Acidos Acidos Catequinas y Fi |
Suelo hidroxibenzoicos | hidroxicindmicos | proantocianidinas avonoles
Media Sig. Media Sig. Media Sig. | Media |Sig.

fa"’}gt;:zg' 1364,52, 1083,18 a1 949,89, 347,55,
Luvisol célcico 1217,93, 847,01 ap 874,66, 326,20,
Luvisol gleico y
cambisol 1552,15,| 0,323 | 1511,78, | 0,037 | 830,80, | 0,406 |400,28,| 0,538
calcarico
'a‘llé‘l’(';o' gleico- | 649 00, 510,65, 533,65, 311,60,
Vertisol pélico 921,24, 1007,11 4 649,64 , 374,43,

Los &cidos hidroxibenzoicos son los que mayor area presentan en la mayoria de los
suelos, con excepcion del vertisol pélico que presenta un mayor contenido de acidos
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hidroxicinamicos. Los &cidos hidroxibenzoicos no presentan diferencias significativas
entre los diferentes tipos de suelos. Por otro lado, los flavonoles son los que menor area
bajo la curva presentan en los 5 tipos de suelos predominantes en la IGP lenteja de La
Armufia, y tampoco presentan diferencias significativas. Los &cidos hidroxicindmicos si
presentan diferencias significativas entre el luvisol gleico-albico y el luvisol gleico y

cambisol calcérico.

Destaca que el luvisol gleico-albico es el que menor area presenta de todos los grupos
de fenoles. En el otro extremo se encuentra el luvisol gleico y cambisol calcarico, que
presenta los mayores valores de area bajo la curva, exceptuando las catequinas y
proantocianidinas donde se ve superado por el cambisol calcarico y el luvisol célcico.

En el caso de fenoles totales y capacidad antioxidante si existian diferencias
significativas entre los diferentes tipos de suelos al analizarse conjuntamente las lentejas

tipo Guarefia y Rubia de La Armufia.

2.3.7.2. INFLUENCIA DEL SUELO EN LENTEJAS RUBIA DE LA ARMUNA

En este apartado se pretende averiguar como influye el tipo de suelo en la composicion
fendlica individual de las lentejas, pero a diferencia del apartado anterior la
comparacion se realiza con lentejas del ecotipo Rubia de La Armufia, con la finalidad de
disminuir la variabilidad. Como consecuencia de la eleccion de solo un tipo de lenteja
no se ven representados todos los tipos de suelos que si lo hacian en el apartado
anterior, existiendo en este caso datos de 4 tipos de suelos.

Tabla 42. Valores medios de las areas de los picos agrupados por grupo de fenoles individuales, de los
diferentes suelos predominantes en la IGP de lentejas del tipo Rubia de La Armufia.

Acidos Acidos Catequinas y
. ) . . AN T Flavonoles
Suelo hidroxibenzoicos | hidroxicindAmicos | proantocianidinas

Media Sig. Media Sig. Media Sig. Media | Sig.
Cambisol 1828,41, 1210,78, 1102,26, 375,66,
calcarico
Luvisol célcico 1608,67 , 1059,45, 1231,85, 364,15,
Luvisol gleico y 0,408 0,000 0,244 0,969
cambisol 2591,60, 1338,45, 863,55, 381,00,
calcarico
Vertisol pélico 1068,75, 1968,85, 753,35, 394,55,
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A diferencia del apartado anterior, en esta situacién solo aparecen 4 tipos de suelos
predominantes, desapareciendo el suelo luvisol gleico-albico, uno de los que presentaba

diferencias significativas en los &cidos hidroxicinAmicos en el apartado anterior.

Al igual que sucedia en el apartado anterior, los acidos hidroxibenzoicos son los que
mayores valores presentan, exceptuando el vertidol pélico donde el mayor area se da en
acidos hidroxicinamicos. También se encuentran similitudes en los flavonoles, ya que
en este caso son los que menor area bajo la curva presentan. Otra similitud con el
apartado anterior se da en que las Unicas diferencias significativas se dan en los acidos
hidroxicindmicos, pero a diferencia del caso anterior el vertisol pélico es diferente al

cambisol calcérico, al luvisol calcico y al luvisol gleico y cambisol calcérico.

El vertisol pélico es el que mayor contenido presenta tanto en acidos hidroxicinamicos
como en flavonoles, por otro lado el luvisol calcico es el que menor contenido presenta
para ambos grupos. Esta misma relacion se da en el luvisol gleico y cambisol calcérico,
que es el tipo de suelo con los segundos valores méas altos en ambos grupos; y en el
cambisol calcarico que es el que presenta los terceros valores mas altos de acidos

hidroxicinamicos y flavonoles.

2.3.7.3. INFLUENCIA DEL SUELO EN LENTEJAS GUARENA

Al igual que en el apartado anterior, en este se realiza la comparacion de los resultados
de fenoles individuales en funcién del suelo al que pertenecen, pero con él area bajo la
curva obtenido de los cromatogramas de las lenteja del tipo Guarefia.

Tabla 43. Valores medios de las areas de los picos agrupados por grupo de fenoles individuales, de
los diferentes suelos predominantes en la IGP de lentejas Guarefia.

Acidos Acidos Catequinas y
. ) . . . L Flavonoles
Suelo hidroxibenzoicos | hidroxicindmicos | proantocianidinas

Media | Sig. Media Sig. | Media Sig. Media | Sig.
Cambisol calcarico | 1178,96, 1032,15 888,94 , 336,31,
Luvisol célcico 1087,68 , 776,19 2 755,60 , 313,56,
Luvisol gleico y
cambisol calcarico 1032,43, 0,649 1598,45;, 0,037 814,43, 0,654 409,93, 0,593
Luvisol gleico-
3lbico 649,00, 510,65, 533,65, 311,60,
Vertisol pélico 872,07 , 686,53 4 615,07 , 367,72,
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Los &cidos hidroxibenxoicos son los que mayor contenido presentan exceptuando el
luvisol gleico y cambisol calcérico, donde es mayor el contenido de los é&cidos
hidroxicinamicos. En la comparativa de suelos por grupos de fenoles del conjunto de
lentejas Guarefia y Rubia de La Armufa, y en la misma pero de lentejas Rubia de La
Armufa el tnico suelo que no presentaba valores més altos en acidos hidroxibenzoicos

era el vertisol pélico.

Al igual que en los dos casos anteriores, los flavonoles son los que menor area bajo la
curva presentan en todos los tipos de suelos. También coinciden que el Unico grupo de
fenoles que presenta diferencias significativas son los &cidos hidroxicindmicos,
existiendo diferencias significativas entre luvisol gleico y cambisol calcérico, y luvisol
gleico-albico, al igual que donde se comparaban los tipos de suelos del conjunto de
lentejas (Guarefia y Rubia de La Armufa).

El suelo luvisol gleico-albico presenta los valores mas bajos en todos los grupos de
fenoles. El luvisol gleico y cambisol calcarico presenta mayores valores de acidos
hidroxicinamicos y flavonoles, mientras que el cambisol calcarico presenta mayor area

de &cidos hidroxibenzoicos, y catequinas y proantocianidinas.

En el conjunto el Unico grupo que se ve influenciado por el suelo son los acidos
hidroxicinamicos, aunque estos se ven influenciados de forma diferente. En el caso de
las lentejas Rubia de La Armufa el vertisol pélico es diferente al resto de suelos. El
vertisol pélico ya tendia a ser diferente al resto de suelos en fenoles totales y capacidad
antioxidante. Por otro lado, en los resultados del cojunto de Guarefia y Rubia de La
Armufia, ademas de los resultados de lenteja Guarefia, las diferencias se presentan entre

los suelos luvisol gleico y cambisol calcarico, y luvisol gleico-albico.

3. CORRELACION ENTRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y EL
CONTENIDO FENOLICO

Los fenoles totales, son unos de los compuestos que pueden influir en la capacidad
antioxidante de lentejas. Asimismo también pueden influir en la capacidad antioxidante

otras sustancias, como carotenoides y vitaminas antioxidantes.
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Como se puede observar a los largo de los resultados obtenidos tanto en fenoles totales
como en la capacidad antioxidante, existe una relacion entre estos pardmetros. En las
variables en las que existen diferencias significativas en relacion al contenido fendlico,
también se producen en la capacidad antioxidante, dandose la misma correlacion en los
casos donde no hay diferencias significativas. Dicho de otra forma, ambos pardmetros
se ven afectados por las mismas variables de las estudiadas en lentejas.

Algunos autores también han encontrado esas evidencias. Las lentejas muestran
actividad antioxidante relacionada con su contenido fendlico total (Fernandez-Orozco et
al., 2003; Xu y Chang, 2007). Ademas, Han y Baik, (2008) suponen que los compuestos
fendlicos son los principales responsables de la actividad antioxidante de las lentejas.

La existencia de wuna similitud entre estas dos variables ha sido estudiada
estadisticamente. Para ello, con el programa SPSS se ha calculado la correlacion de
Pearson, obteniendose una R=0,925. Estan significativamente correlacionados la
capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales obtenidos en este estudio con
una R? igual a 0,856.

Otros autores también han calculado la correlacion entre la capacidad antioxidante con
los datos obtenidos en su estudio. Xu y Chang (2007) calculan la correlacion del
contenido de fenoles totales con los diferentes métodos que han utilizado en su estudio,
obtenienso correlaciones lineales significativas entre contenido de fenoles total y el
ensayo DPPH, contenido de fenoles total y el ensayo FRAP, y contenido de fenoles
total y el ensayo ORAC (R= 0,97; 0,97; y 0,55, respectivamente). Las correlaciones
obtenidas para los ensayos DPPH y FRAP son altas, y muy similares a la obtenida en

este estudio con el ensayo ABTS.

Ademas de la correlacion de fenoles totales con la capacidad antioxidante, la
correlacién de grupos de fenoles con la capacidad antioxidante es interesante, porque
nos indica la influencia de cada grupo en la capacidad antioxidante, viendo asi cual es el

grupo que mayor capacidad antioxidante presenta.

Con el programa SPSS se ha realizado una correlacién estadistica, calculandose la
correlacién de Pearson entre la capacidad antioxidante y los cuatro grupos de fenoles.
En é&cidos hidroxibanzoicos se obtiene una correlacion de Pearson R=0,457; en

catequinas y proantocianidinas se obtiene una correlacién de Pearson de R=0,346,
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ambas con un nivel de significacion del 99%. Los flavonoles presentan una correlacion
de Pearson R=0,202 con un nivel de significacion del 95%. En acidos hidroxicindAmicos
no se obtiene correlacion. No se ha encontrado ningun articulo que realice una
correlacion entre la capacidad antioxidante y grupos de fenoles similares a los escogidos
en este estudio. En resumen a lo anteriormente mencionado, los &cidos hidroxibenzoicos
son los que mayor correlacion con la capacidad antioxidante presentan. De estos
coeficientes también se desprende que hay otros compuestos fendlicos no cuantificados
que contribuirian fuertemente a la capacidad antioxidante.

4. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos de este trabajo se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

= El método de ultrasonidos posibilita la obtencion de valores repetitivos lo que

permite la posterior comparacion de los datos mediante un analisis estadistico.

= Elensayo ABTS ha permitido obtener datos de forma rapida, ademas de que estos
fueran repetitivos, lo que permite la comparacion entre los diferentes parametros

que afectan a la composicion de la lenteja.

= Tras el analisis estadistico de los valores de fenoles totales, capacidad antioxidante

y fenoles individuales obtenidos en el vigente estudio:

o El contenido de fenoles total, la capacidad antioxidante, los acidos
hidroxibenzoicos, los &cidos hidroxicinamicos y flavonoles se ven afectados por
la variedad de lenteja. Las variedades con valores mas altos de capacidad
antioxidante y fenoles totales son la Verdina y Castellana, y las variedades con
valores mas bajos son la Castellana pelada y la Crimson.

o Las lentejas desprovistas de su envoltura contienen una menor concentracion de
fenoles y capacidad antioxidante, por tanto en las envolturas se concentran mas
compuestos fendlicos proporcionalmente al peso de esta en el conjunto de la

lenteja.
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o Los dos ecotipos que integran las lentejas que se pueden cultivar dentro de la

IGP Lenteja de La Armufia no muestran diferencias significativas en cuanto al
contenido fendlico total y capacidad antioxidante, sin embargo si hay diferencias
en los acidos hidroxibenzoicos, &cidos hidroxicinamicos, y catequinas y
proantocianidina.

El contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante en lentejas Guarefias
podria verse afectado por la generacion; pero no puede afirmarse porque las
lentejas de primera y segunda reproduccién también pueden haberse visto
afectadas por las condiciones climéticas al haber sido cultivadas en campafas
diferentes. Por otro lado no existen diferencias significativas entre en ninguno de
los grupos de fenoles.

El jaspeado presente en la superficie de algunas de las lentejas Guarefia,
jaspeadas y microjaspeadas, no influye en el contenido fendlico total, en la
capacidad antioxidante, ni en los fenoles individuales.

Las condiciones que se dan dentro de la IGP interfieren en el contenido fenolico
total de las lentejas, en la capacidad antioxidante, y en los flavonoles ya que se
encuentran diferencias significativas entre las lentejas del tipo Guarefia
cultivadas dentro y fuera.

La seleccion de semillas realizada por el ITACYL no influye en el contenido
fendlico total, ni en la capacidad antioxidante del ecotipo Rubia de La Armufia,
pero si influye en los acidos hidroxibenzoicos.

No se puede afirmar que el tipo de suelo influya en la composicién de fenoles
totales y en la capacidad antioxidante de lentejas cultivas dentro de la IGP,
debido que en algunos casos se encuentran diferencias significativas y en otros
no, ademas de los pocos datos existentes referentes al suelo. Pero si influye en

todos los casos en los acidos hidroxicinamicos.

Los cromatogramas obtenidos presentan un perfil parecido en todas las muestras, lo
que indica que todas las muestras de lentejas presentan una composicion de
sustancias fendlicas individuales muy similar, donde las principales diferencias se
presentan en la concentracion de cada sustancia, aungue no todos los compuestos

estan presentes en todas las muestras.
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= Los fenoles individuales presentes en lentejas pertenecen principalmente a cuatro
grupos de fenoles. Se agrupan en &cidos hidroxibenzoicos, &cidos hidroxicinamicos,

catequinas y proantocianidinas, y flavonoles.

= En la composicion de las lentejas predominan generalmente los compuestos

fendlicos pertenecientes al grupo de &cidos hidroxibenzoicos.

= La correlacién entre la capacidad antioxidante y el contenido fendlico es alta. La
correlacion analizada estadisticamente entre las dos variables posee una R? igual a
0,856. Los &cidos hidroxibenzoicos son el grupo que mayor correlacion presentan

con la capacidad antioxidante y por tanto los que mas aportan a esta.
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