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1. Subproductos vegetales y economía circular 

De acuerdo con las Naciones Unidas, se calcula que la población mundial aumentará en los 

próximos años hasta alcanzar la cifra de 9.700 millones de personas en el año 2050. Esta 

perspectiva de futuro plantea serias preocupaciones sobre el consumo mundial de biomasa, 

combustibles fósiles, metales y minerales, lo que llevará a un incremento de la producción de 

residuos, que siguiendo la tendencia actual, aumentará un 70 % en los próximos 40 años 

(Chiocchio et al., 2021). La demanda del aumento de producción de alimentos ha venido 

promoviendo un incremento en la generación de residuos agroindustriales (Freitas et al., 2021). 

Dentro de la producción de residuos, se conoce que la industria agrícola es la principal 

productora de residuos cada año. Esta industria es la responsable de la producción de residuos 

como cáscaras procedentes de las industrias de cereales, pulpa de café procedente de las 

empresas de café, pieles de frutas y verduras, entre otros muchos ejemplos (Yaashikaa et al., 

2022). En este marco, la evaluación de la Organización de las Naciones Unidas para la 

Alimentación y la Agricultura (FAO) de 2011 sobre las pérdidas y el desperdicio de alimentos a 

nivel mundial estimó que cada año, un tercio de todos los alimentos producidos en el mundo 

para el consumo humano nunca llegan a la mesa del consumidor (FAO, 2015). 

1.1 Subproductos y residuos 

Antes de continuar, para la comprensión de este trabajo, es importante distinguir entre el 

significado de subproducto y de residuo y sus diferencias ya que, aunque ambos términos 

pueden resultar sinónimos, en realidad hacen referencia a dos conceptos diferentes. 

Según el artículo 4 de la ley 22/2011 del Boletín Oficial del Estado (BOE) del país (España) del 28 

de julio, de residuos y suelos contaminados, se define un subproducto como “una sustancia u 

objeto, resultante de un proceso de producción, cuya finalidad primaria no sea la producción de 

esa sustancia u objeto”. En cambio, en el artículo 3 del mismo, se define residuo como “cualquier 

sustancia u objeto que su poseedor deseche o tenga la intención o la obligación de desechar”. 

En cuanto al término residuo también se diferencian entre diferentes tipos, siendo la definición 

de residuo industrial aquellos “residuos resultantes de los procesos de fabricación, de 

transformación, de utilización, de consumo, de limpieza o de mantenimiento generados por la 

actividad industrial, excluidas las emisiones a la atmósfera reguladas en la Ley 34/2007, de 15 

de noviembre”. Es decir, se podría hablar de subproducto como la parte restante de la 

producción de un producto principal obtenido después de haber sometido a este último a un 
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procesamiento, sin ser la parte que se quiere obtener. Si, finalmente, después de este paso, hay 

una parte que no se quiere o no se puede reutilizar, se consideraría residuo.  

Así, teniendo en cuenta estas diferencias, también se estipulan en la misma Ley las condiciones 

para que tras el proceso de valorización de los residuos, incluido el reciclado, estos pasen a ser 

considerados como subproductos. A los efectos de lo dispuesto en esta Ley deben cumplirse las 

siguientes condiciones: 

a) que la sustancia u objeto tenga una utilidad posterior, 

b) que la sustancia u objeto se pueda utilizar directamente sin que sea necesario someterlo 

a una transformación posterior diferente a la de la práctica industrial habitual, 

c) que la sustancia u objeto se obtenga como parte integrante de un proceso de 

producción, y 

d) que su uso cumpla todos los requisitos pertinentes relativos a los productos, así como a 

la protección de la salud humana y del medio ambiente, sin que produzca impactos 

generales adversos para la salud humana o el medio ambiente. 

En este sentido, los desechos agrícolas se pueden definir como los subproductos producidos 

durante el cultivo y procesamiento de productos agrícolas como frutas, verduras, etc. 

(Senthilkumar et al., 2020). Por lo tanto, según el contexto al que nos refiramos, en una 

industria, una determinada materia puede ser considerada como un subproducto y para otra, 

una materia prima. 

1.2 Problemática actual  

La generación y acumulación de desperdicios de la industria de la alimentación (Figura 1) implica 

un impacto significativo en la biodiversidad, la salud humana y el cambio climático (Osorio et al., 

2021). Es por esta razón que los subproductos y desechos de las industrias agroalimentarias 

están acaparando la atención internacional, principalmente, por estos temas relacionados con 

la contaminación. El hecho del aumento de la generación de estos subproductos implica también 

un aumento en la explotación innecesaria del medio ambiente y de recursos naturales como el 

agua y la tierra. La FAO en su informe del 2013 sobre la huella del desperdicio alimentario y el 

impacto en los recursos naturales determinó que casi el 30 % de las tierras agrícolas del mundo 

se utilizan para producir alimentos que finalmente se pierden o desperdician, lo que conlleva 

una contaminación adicional y la emisión de gases de efecto invernadero, emisiones sin un 

propósito real (Mateos-Aparicio, 2020; Chiocchio et al., 2021).  
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Las pérdidas y desperdicios de la industria agrícola y del procesamiento y fabricación de 

alimentos se producen a lo largo de toda la cadena de producción. En concreto, en las fases de 

procesamiento de los cultivos, la separación de las partes comestibles de las partes no 

comestibles genera una enorme cantidad de destrío, entre los que se incluyen principalmente 

desechos orgánicos como bagazo, peladuras de frutas y verduras, frutas o vegetales de baja 

calidad, producciones rechazadas y abandonadas en el campo, productos con escaso o nulo 

valor comercial y otras partes no comestibles/comercializables (Senthilkumar et al., 2020). 

También se generan estos subproductos debido a daños durante el transporte o a causa de 

sistemas de transporte inadecuados, problemas durante el almacenamiento, pérdidas o 

contaminaciones durante el procesamiento, embalaje inapropiado, etc. (Girotto et al., 2015; 

Mateos-Aparicio, 2020).  

Figura 1. Ejemplo de vertedero donde se acumulan desperdicios de los sectores de la agricultura y la 

alimentación. 

A nivel global, existe un patrón claramente visible; en las regiones de altos ingresos o países 

desarrollados, donde las preferencias estéticas y las fechas de caducidad arbitrarias son factores 

que contribuyen al desperdicio de alimentos, los volúmenes de alimentos desperdiciados son 

mayores en las etapas de procesamiento, distribución y consumo. Sin embargo, en los países de 

bajos ingresos o en vías de desarrollo, las pérdidas de alimentos ocurren mayoritariamente en 

las etapas de producción y postcosecha debido a la falta de infraestructura y de conocimiento 

sobre el almacenamiento y manejo adecuado de los alimentos, lo cual, combinado con 

condiciones climáticas desfavorables, favorece el deterioro de los alimentos. Estos 

subproductos representan un importante problema de eliminación (FAO, 2015; Gupta, et al., 



Introducción 

6 

2015). Asia, Europa y América del Norte resultaron ser los mayores contribuyentes en la 

producción y acumulación de estos subproductos (Banerjee et al., 2017).  

En conclusión, la generación de subproductos a nivel mundial es mucho mayor en los países 

desarrollados en los que cada año se producen alrededor de 198,9 kg per cápita de desperdicios 

en la industria alimentaria. Por ejemplo, en los Estados Unidos, las pérdidas y desechos de 

alimentos englobaron el 40 % de toda la cadena de producción de alimentos mientras que el 

conjunto del norte de África y Asia occidental y central representaron el 32 % del volumen 

mundial de estos desechos. En tercer lugar se encuentra el continente europeo que sumó un 20 

% de las pérdidas y desechos de alimentos generados a nivel mundial, mientras que el 

desperdicio de alimentos  en América Latina se estimó en un 6 % del total mundial (Osorio et al., 

2021). 

En cuanto a las formas que tiene la industria de deshacerse de estos subproductos, actualmente 

se estila de forma generalizada su uso como alimento para ganado, ya que de esta forma se 

reduce la dependencia externa de los alimentos, minimizando así el uso de la tierra, el agua y 

los suministros asociados a la alimentación del ganado, además de reducir los costes de 

alimentación de los animales, que normalmente superan el 60 % de los costes totales de una 

finca. En caso de no usarse para alimentación de ganado se suelen eliminar incinerándolos o 

llevándolos a vertederos (Gupta et al., 2015; Monllor et al., 2020). La incineración es uno de los 

métodos más utilizados para deshacerse de los residuos en países en vías de desarrollo (que 

carecen de alternativas viables para la recuperación y reutilización de estos desechos), sin 

embargo, debido al contenido de humedad de las frutas y hortalizas, esta no es considerada una 

manera viable ni eficiente para su eliminación (Freitas et al., 2021). De esta forma surge también 

el vertido como una forma estándar de eliminación de residuos, aunque se considere la manera 

menos económica de abordar el problema. Es más, el vertido también se encuentra asociado a 

riesgos de emisiones de gases de efecto invernadero (FAO, 2015). En este aspecto, según los 

cálculos realizados por la FAO, se cuantificó la huella de carbono del desperdicio de alimentos 

en los recursos naturales en 3,3 gigatoneladas de equivalentes de CO2 (GtCO2 eq) en 2007, cifra 

que aumentó hasta las 3,6 GtCO2 eq en el año 2011. Si a esta cifra se le sumaran las 0,8 GtCO2 

eq de la deforestación asociada al desperdicio de alimentos, obtendríamos que la huella de 

carbono total del desperdicio de alimentos, incluido el cambio de uso de la tierra, es de 

alrededor de 4,4 GtCO2 eq por año. Teniendo en cuenta estos datos, se puede decir que si el 

desperdicio de alimentos fuera un país, se encontraría en tercer lugar en la producción anual de 

CO2, por detrás de China y Estados Unidos, respectivamente (FAO, 2015). Parte de estos gases 
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de efecto invernadero generados se deben, en parte, al metano y al óxido nitroso producidos 

por la descomposición de los desechos dentro de los vertederos (Banerjee et al., 2017). Este 

hecho se considera muy perjudicial para el medio ambiente y para la conservación del planeta. 

De la acumulación de estos residuos en los vertederos surgen serios problemas como la 

contaminación del agua, malos olores, combustión, daños a la vegetación ubicada en los 

alrededores y las ya comentadas emisiones de gases de efecto invernadero. Por lo tanto, el 

problema de eliminar los desechos de alimentos se está volviendo cada vez más grave a nivel 

global (Gupta et al., 2015). 

Otro de los impactos negativos de la sobreproducción de alimentos y la mala gestión de los 

residuos es en la economía, ya que produce pérdidas de dinero en los diferentes niveles de la 

cadena de suministro. Por ello, una reducción en la generación de desechos tiene el potencial 

de generar un valor económico considerable (Chiocchio et al., 2021). En este sentido, la 

generación de desechos a lo largo de la cadena de suministro mundial, en 2019 se cuantificó en 

aproximadamente 1.300 millones de toneladas con un costo de más de 1 billón de dólares, lo 

que supone un gasto de dinero enorme a nivel mundial para su eliminación (Esposito et al., 

2020). En Europa, para eliminar 1 tonelada de residuos sólidos es necesario un gasto de entre 

28 y 60 euros (Banerjee et al., 2017). Esto no solo significa una oportunidad desperdiciada para 

la economía y la seguridad alimentaria, sino también un malgasto de todos los recursos 

naturales utilizados para cultivar, procesar, envasar, transportar y comercializar alimentos.   

Actualmente, los patrones de consumo insostenibles, como es el modelo económico basado en 

la economía lineal, concretamente el paradigma de comprar-usar-tirar, es ampliamente 

criticado por su insostenibilidad puesto que ejerce efectos negativos sobre el equilibrio del 

ecosistema. Así, la gestión de los subproductos, considerados como un problema en diversos 

ámbitos, ha pasado a considerarse una nueva diana para la creación de estrategias novedosas 

en el desarrollo de procesos industriales sostenibles (Freitas et al., 2021).  

Por todo ello, se debe incidir en la importancia del aprovechamiento de una parte que aún sirve 

y que nos llevaría a la generación de una menor cantidad residuos; los cuales hoy en día suponen 

un grave problema debido a su acumulación, generando altos costes para su eliminación y un 

impacto negativo elevado por la contaminación del medio ambiente. 
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2. Economía circular como estrategia de valorización de subproductos 

2.1 Importancia de los subproductos 

La gestión adecuada de los desechos es un cambio necesario para la economía actual y decisivo 

para lograr un sistema agroalimentario sostenible. Aunque no existe mucha información acerca 

de los subproductos como fuentes de compuestos de interés que podrían ser usados en la 

industria alimentaria (Moreno et al., 2006), las investigaciones llevadas a cabo hasta la fecha 

demuestran que los subproductos de la industria agroalimentaria son fuentes prometedoras de 

compuestos que pueden utilizarse en otros sectores debido a sus propiedades nutricionales y 

medicinales. Por ello, la economía circular -en la que el objetivo es reintroducir los subproductos 

y desechos a la línea de producción como materia prima para la obtención de nuevos productos 

con altos beneficios para la salud y valor añadido- ofrece un elevado potencial ya que supone 

una opción eficiente a medio y largo plazo para reducir, reutilizar o recuperar los recursos 

naturales y los subproductos derivados de la cadena de alimentación. Además, la 

implementación de la economía circular en el aprovechamiento de estos subproductos podría 

considerarse una de las claves para reducir la contaminación ambiental. Para ello, se deben 

diseñar estrategias y tecnologías sostenibles para la extracción de los compuestos 

aprovechables por su interés nutricional (Gupta et al., 2015; Osorio et al., 2021; Scarano et al., 

2022).  

Gran parte de los subproductos generados en la industria alimentaria está constituida por las 

porciones vegetales que se eliminan porque carecen de interés comercial, aunque poseen una 

composición nutricional de gran potencial para otras industrias o para la elaboración de otros 

productos (Girotto et al., 2015). Dependiendo del tipo de materia prima que se procese, el tipo 

de producto que se elabore y la técnica de producción utilizada, se obtienen desechos y 

subproductos diferentes entre sí en parámetros como la cantidad generada o la composición 

química (Mateos-Aparicio, 2020). Por ejemplo, en cuanto a su composición, los desechos 

agrícolas consisten principalmente en polisacáridos y compuestos fenólicos, entre otros 

(Senthilkumar et al., 2020). Algunas investigaciones han demostrado una fuerte correlación 

entre las propiedades terapéuticas de estos compuestos y sus efectos beneficiosos para la salud 

o para la prevención de enfermedades, debido a la amplia gama de acciones farmacológicas 

entre las que se incluyen actividades antitumorales, antivirales, antibacterianas, 

cardioprotectoras y antimutagénicas que presentan dependiendo de los compuestos presentes 

en ellos (Gupta et al., 2015). En este marco, podemos enfocarnos en el procesado de las 

industrias de frutas y hortalizas que generan residuos con altas concentraciones de fibras 
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dietéticas y metabolitos secundarios como los polifenoles, que pueden ser utilizados para 

desarrollar suplementos dietéticos y diseñar nuevos alimentos funcionales. La producción de 

ingredientes bioactivos y/o aditivos alimentarios novedosos a partir de desechos y subproductos 

alimentarios puede generar beneficios económicos principalmente para la industria alimentaria 

y contribuir a reducir algunos problemas nutricionales de la población (Mateos-Aparicio, 2020). 

Si bien la materia orgánica presente en los subproductos agroindustriales es una fuente 

interesante de componentes valiosos, hasta la fecha no existen muchas tecnologías capaces de 

extraer, purificar y concentrar estos compuestos y que lo hagan de manera escalable y eficiente 

para abarcar las grandes cantidades de subproductos que se generan (Freitas et al., 2021).  

2.2 Economía circular y nuevas estrategias de valorización de subproductos 

vegetales 

El modelo actual de economía es lineal y se basa en un modelo heredado de la revolución 

industrial que, bajo la premisa de la oferta constante de productos con una vida útil corta, ha 

obligado a la realización de una producción continua para satisfacer las necesidades constantes 

de los consumidores. Este tipo de economía incrementa el uso indiscriminado de recursos 

naturales, que son limitados, lo que podría dar paso a una importante crisis ambiental y 

económica (Osorio et al., 2021). Es por este motivo, por lo que se plantea el rediseño del 

tradicional camino económico lineal de producción y consumo y sustituirlo por un sistema de 

economía circular que se perfila como una posible estrategia para superar estos problemas 

derivados del sistema lineal (Figura 2). 

Figura 2. Esquema del modelo de economía lineal actual (flechas rojas) y el rediseño circular propuesto 

para la recuperación de los subproductos como nuevas fuentes de materia prima (flechas negras). 
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Es decir, la finalidad de la economía circular se centra en generar un crecimiento sostenible en 

todo el mundo, que permita transformar los residuos generados en la cadena de producción de 

la industria agroalimentaria en nuevos productos con valor añadido. Esto se traduciría en una 

mejora tanto de la empleabilidad en el sector, como en la sostenibilidad del sistema 

agroalimentario, proponiendo la reutilización y reciclaje de residuos y subproductos para 

devolverlos a la cadena productiva (Mateos-Aparicio, 2020). 

La creciente atención que prestan responsables políticos, organizaciones no gubernamentales, 

académicos y los propios consumidores a una economía circular y de residuo cero ha llevado a 

las empresas agroalimentarias a incorporar sistemas cada vez más sostenibles e innovadores a 

sus estrategias de producción y eliminación de residuos. Este hecho, además de resolver el 

problema de la eliminación de los desechos de la industria, genera nuevas oportunidades para 

la investigación y el desarrollo tecnológico (Esposito et al., 2020; Freitas et al., 2021). Así, para 

resolver los problemas de generación de desperdicios y pérdida de alimentos que resultan en 

una producción elevada de residuos, sería interesante la aplicación de las bases de la economía 

circular en las industrias agrícolas y alimentarias (Esposito et al., 2020). Algunos de los procesos 

de valorización de los subproductos de la industria agroalimentaria se dirigen hacia la 

generación de biocombustibles, producción de compost para el abono de los campos de cultivo 

o la extracción de los compuestos de alto valor añadido, entre otros (Figura 3) (Girotto et al., 

2015). 

La valorización de los subproductos como aditivos para la mejora del suelo es ampliamente 

usado en muchos países. El compostaje y el uso de carbón vegetal se han utilizado para mejorar 

la productividad de los campos durante siglos, aunque las técnicas se han ido modernizando, 

por ejemplo, mediante pirólisis, que produce el llamado biocarbón. Este elemento es capaz de 

proporcionar beneficios al suelo al que se aplica como el secuestro de carbono, mejorar la 

calidad del suelo ácido al aumentar su pH o del hábitat de los microorganismos. Algunas ventajas 

que presenta esta técnica de economía circular partiendo de subproductos de la industria 

agroalimentaria, en comparación con el compostaje, es que reduce de manera significativa la 

emisión de gases de efecto invernadero (Banerjee et al., 2017).  
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Figura 3. Número de matrices vegetales investigadas para aplicaciones potenciales en cuatro áreas 

diferentes: salud humana y alimentación, otras aplicaciones industriales, ciencias veterinarias y 

agricultura (de 2006 a 2020). (Adaptado de Chiocchio et al., 2021) 

También se ha investigado el uso de los compuestos lignocelulósicos procedentes de la biomasa 

de residuos agroindustriales para ser utilizados en la síntesis de biomateriales como 

bioaerogeles, biopelículas, bio-nanocomposites e hidrogeles, aplicables en diferentes sectores 

como la biomedicina, la ingeniería y la farmacia. Estos biomateriales nanocelulósicos se pueden 

utilizar como matrices en ingeniería de tejidos o en la administración controlada de fármacos, 

entre otros (Freitas et al., 2021). 

En cuanto a los subproductos vegetales como fuente de compuestos bioactivos, que ejercen un 

efecto beneficioso sobre la salud humana, se han estudiado diversas técnicas de extracción que 

encajan en las llamadas tecnologías verdes, amparadas en el marco de la economía circular. 

Algunos de los ejemplos son la extracción mediante fluidos supercríticos (SFE), la extracción 

mediante líquidos presurizados (PLE), la extracción asistida por microondas (MAE) y la extracción 

asistida por ultrasonidos (UAE) que son capaces de obtener productos de alto valor añadido de 

forma sostenible para las industrias química, farmacéutica y alimentaria. Estas tecnologías de 

extracción verdes, respetuosas  con el medio ambiente debido al menor consumo de energía, 

reducción del uso solventes orgánicos y tiempos cortos de procesado, han venido destacando 

como una excelente alternativa para extraer compuestos de alto valor añadido de los residuos 
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agroindustriales, ya que producen un extracto final de alta calidad y pureza elevada (Azmir et 

al., 2013; Ameer et al., 2017; Freitas et al., 2021). 

El uso de extractos vegetales enriquecidos en compuestos biológicos obtenidos a partir de 

subproductos de la industria agrícola como nuevos ingredientes podría considerarse una 

estrategia a tener en cuenta para el desarrollo de nuevos productos de diversas industrias como 

la alimentaria, farmacéutica o cosmética y a la vez contribuiría a la valorización de estos 

subproductos (Gupta et al., 2015). Teniendo en cuenta el interés reciente demostrado sobre 

estos subproductos y su valorización para diferentes sectores, no es de extrañar que el número 

de publicaciones científicas que tratan sobre la valorización de residuos derivados de plantas 

haya aumentado notablemente en los últimos años (Figura 4). 

Figura 4. Tendencia en la cantidad de publicaciones sobre la revalorización de subroductos vegetales 

desde 2002 a 2022 obtenidos de Pubmed usando los buscadores: Plant + Byproduct + Valorization. 

Por todas estas razones, en las últimas décadas, la demanda de productos e ingredientes 

naturales ha aumentado considerablemente. Los consumidores prefieren esta opción puesto 

que ofrecen una mayor seguridad, son ecológicas y presentan muchos beneficios para la salud 

(Fraga-Corral et al., 2021). 

3. El brócoli. 

Brassica oleracea L. var. italica (Figura 5), conocido comúnmente como brócoli, brécol o bróculi, 

es una planta comestible y representa uno de los cultivos hortícolas más importantes de la 

familia Brassicaceae, a la que también pertenecen otras especies de interés en la agricultura 

como la col, las coles de Bruselas, la coliflor, el rábano, el repollo y la rúcula, entre otras. 
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La familia Brassicaceae es una extensa familia de plantas angiospermas dicotiledóneas del orden 

de las Brassicales formada por aproximadamente 338 géneros y 3709 especies. La estructura en 

cruz de los cuatro pétalos que forman la flor de este grupo de plantas recuerda, vista desde 

arriba, la forma de una cruz griega, de ahí el antiguo nombre de la familia Cruciferae (Franzke et 

al., 2011; Anjum et al., 2012). Se trata de una familia de gran importancia ya que en ella se 

incluyen plantas de cultivo (B. oleracea, B. napus, Armoracia rusticana), ornamentales (Aubrieta, 

Iberis, Lunaria, Arabis, Draba) así como plantas modelo usadas en investigación (Arabidopsis 

thaliana, A. lyrata, A. halleri, B. napus, Capsella rubella, Thellungiella halophila, Arabis alpine). 

Figura 5. Detalle de una planta de brócoli. 

Parte de su notoriedad se debe también a su presencia en prácticamente la totalidad del mundo, 

a excepción de la Antártida (Lysak et al., 2010; Anjum et al., 2012; Vargas-Rincón et al., 2014). 

Muchas de las especies que pertenecen a esta familia, representan una parte esencial de la dieta 

humana a nivel mundial (Figura 6). Cuando se consumen regularmente, ejercen un efecto 

beneficioso sobre la salud, como la reducción del riesgo de enfermedades crónicas, 

principalmente enfermedades cardiovasculares y varios tipos de cáncer (Sanlier & Guler, 2018; 

Le et al., 2020a).  Estos efectos se han asociado con la presencia de fenoles, glucosinolatos, 

carotenoides, tocoferoles y ácido ascórbico en estas plantas, compuestos bien conocidos por 

sus propiedades antioxidantes (Ramirez et al., 2020). 

El brócoli presenta numerosos floretes carnosos, dispuestos en forma de árbol, sobre ramas que 

nacen de un tallo grueso también comestible (Figura 7). Su porte alcanza normalmente entre 55 

y 65 cm sobre el terreno de cultivo y la masa de cabezuelas está rodeada de grandes hojas 

erguidas de color verde grisáceo. Éstas presentan una silueta ondulada con peciolos alargados, 

limbos profundamente lobulados y marcadas nervaduras de color blanco. En cuanto a las pellas, 

son claras y ligeramente de menor tamaño que en la coliflor y con una superficie más granulada. 
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Forman conglomerados parciales de forma cónica en el ápice que puede llegar a medir 20 cm 

de diámetro y alcanzar 2 kg de peso, existiendo colores distintos según la variedad: morada, 

rojiza, blanquecina o amarillenta, siendo la más común la que presenta un color verde oscuro 

en el tallo y verde azulado en el extremo de la flor.  

Figura 6. Algunas de las especies usadas en alimentación más representativas del género Brassica. 

También cabe destacar que uno de los rasgos principales de los diferentes tipos de brócoli reside 

en el tiempo necesario para su desarrollo completo, pudiendo ser precoces o tempranos (que 

son recogidos en 90 días desde su siembra), intermedios (entre 90 y 100 días) y tardíos (más de 

110 días). Una vez superado el periodo de recolección de las pellas, si éstas se dejan madurar, 

las yemas florales se elongan y se terminan desarrollando inflorescencias de color amarillo, de 

cuyos tallos surgen vainas de las que finalmente se obtienen las semillas redondeadas. Además, 

posee una raíz pivotante de la que parten de manera superficial una cabellera ramificada de 

raíces (Owis, 2015; Baixauli & Maroto, 2017). 

Figura 7. Esquema de un ramillete de brócoli y algunas de las partes de la planta. 
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3.1 Distribución y producción de cultivos de brócoli  

El brócoli es una hortaliza cada vez más popular que se consume bajo muchas variaciones de 

cultivares diferentes en todo el mundo. En 2019, la producción mundial combinada de coliflor y 

brócoli alcanzó los 26 millones de toneladas, 0,46 millones de toneladas más que en 2018 y 0,58 

millones de toneladas más que en 2017 (Food and agriculture organization corporate statistical 

database [FAOSTAT], s.f.). Según datos de la FAO, la mayor proporción a nivel mundial de la 

producción de brócoli se centra en Asia, continente que alberga el 79 % de la producción de este 

vegetal, siendo China, la principal nación productora de brócoli a nivel mundial, llegando a 

producir de media unos 9 millones de toneladas al año. Le sigue como segundo mayor productor 

del mismo continente la India, con una media anual de 8 millones de toneladas. El mayor 

contribuyente a la producción de brócoli y coliflor en América es Estados Unidos, con una 

producción en el año 2020 de 1 millón de toneladas de este grupo de verduras. El mismo puesto 

de Europa lo ocupa España con una producción anual en 2020 de 746 mil toneladas de estos 

vegetales (Figura 8). 

Figura 8. Distribución de la producción por continentes (A) y principales países productores de brócoli y 

coliflor en 2020 (B). Fuente: FAOSTAT, s.f. 

Si nos centramos en la producción de brócoli a nivel europeo, podemos observar la superioridad 

de producción de España en comparación con el resto de los países del continente (Figura 9). 

Así, en el continente europeo se destina a la producción de estos vegetales unas 156.575 

hectáreas, con una producción de alrededor de 2.755.886 toneladas de este cultivo. En cuanto 

a España, el cultivo de brócoli representa el 26 % del terreno europeo y el 27 % de la producción 

total del continente, es decir, en total, se destinan unas 30.000 hectáreas al cultivo de brócoli 

con una producción de 550.000 toneladas de las cuales se exportan unas 397.000, lo que genera 
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unos beneficios de unos 500 millones de euros, siendo España líder del comercio exterior del 

brócoli tanto en países comunitarios como a nivel mundial. 

Figura 9. Producción de brócoli y coliflor a nivel europeo en 2020. Fuente: FAOSTAT, s.f. 

3.1.1 España y Región de Murcia 

Con respecto a la península ibérica, aunque las primeras anotaciones sobre el brócoli se 

realizaron en el siglo XVIII (Valcárcel, 1767), no es hasta principios de 1970 cuando se desarrolla 

este cultivo a mayor escala. Comenzando por la Comunidad Valenciana y Cataluña, donde se 

encontraban las principales empresas hortofrutícolas y exportadoras de la época, más adelante 

el cultivo de brócoli se fue extendiendo por España hasta zonas como Navarra o la Región de 

Murcia, principales productoras y exportadoras de este vegetal en la actualidad (Baixauli & 

Maroto, 2017). La superficie destinada en el país al cultivo de esta hortaliza ha aumentado 

alrededor de un 42 % en los últimos 10 años, pasando de 23.000 hectáreas en 2010 a 32.000 en 

2021. Así mismo, también aumentó la producción de brócoli en un 54 % desde 2010 (Ministerio 

de Agricultura, Pesca y Alimentación [MAPA], s.f.) Centrándonos más en la Región de Murcia, 

los primeros cultivos de brócoli se remontan a la década de 1980, con un total de 878 hectáreas 

cultivadas. A principios del siglo XXI, la producción de brócoli en la Región alcanzó las 100.000 

toneladas anuales, llegando a superar las 150.000 toneladas durante los años 2003-2004 (Región 

de Murcia Digital, s.f.). En 2021, el cultivo de brócoli en la Región de Murcia representó un 45,56 

% de la producción total en España, seguida de la Comunidad Valenciana (12,25 %) y de Navarra 

(10,80 %), lo que supuso el 11 % de la producción de la Unión Europea y el 0,9 % de la producción 

mundial. Actualmente, el cultivo de brócoli en la Región ocupa 13.344 hectáreas con un 

rendimiento de 18.830 Kg Ha-1 (MAPA, s.f.). Este cultivo ha ido en aumento en estos últimos 

años debido, en parte, a la producción intensiva desarrollada a partir del Trasvase Tajo-Segura 

y la potencia económica de este producto en los mercados europeos. Las áreas de mayor 
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densidad de cultivo dentro de la Región de Murcia son: el Valle del Guadalentín, con Lorca y 

Totana a la cabeza, el Campo de Cartagena, así como Lobosillo de Murcia, El Mojón de Beniel o 

Archivel de Caravaca de la Cruz (Figura 10). 

Figura 10. Cultivo del brócoli en la Región de Murcia. (Región de Murcia Digital, s.f.) 

A pesar de la gran producción de este cultivo, tanto en la Región de Murcia como en España, la 

gran mayoría de los brócolis cosechados se destinan a la exportación hacia otros países. De la 

producción estimada de 250.000 toneladas en el año 2021, la Región exportó cerca de 200.000, 

representando casi el 75 % del total de la exportación nacional. Respecto a la exportación, el 

grupo de coles (brócoli, coliflor y otras) aportó a la Región alrededor de 336,3 millones euros en 

2018, un 3 % menos que el año anterior mientras que el volumen exportado ascendió a 489.730 

toneladas, un 7,7 % más que en 2017 (Proexport, s.f.). Todos estos datos nos indican que el 

brócoli es un cultivo de enorme valor económico, tanto para el país como para la Región de 

Murcia.  

3.2 Compuestos bioactivos e importancia del brócoli 

Durante las últimas décadas, se ha prestado especial atención a los compuestos bioactivos 

naturales, presentes en frutas y hortalizas, con potencial para el tratamiento y la prevención de 

enfermedades humanas. En general, estos compuestos bioactivos derivados del metabolismo 

secundario de las plantas, son sintetizados en cantidades pequeñas, con respecto a otros 

macronutrientes, pero contribuyen significativamente a la regulación de los mecanismos de 

protección frente a estreses bióticos y abióticos y  proporcionan a los humanos que los 

consumen importantes propiedades biológicas para la prevención de algunas enfermedades 

(Hooper & Cassidy, 2006; Hwang & Lim, 2015). Además, favorecen al mantenimiento de los 

tejidos corporales, aumentan la resistencia a infecciones, regulan el desarrollo del sistema 
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nervioso y actúan durante el crecimiento además de ser beneficiosos para la síntesis de enzimas 

en el hígado (Moreno & García-Viguera, 2008; Jeffery & Araya., 2009). En ese sentido, varios 

estudios epidemiológicos, han asociado el consumo de alimentos de origen vegetal, 

característicos de la dieta mediterránea, con un menor riesgo de enfermedades 

cardiovasculares y mortalidad (Martinez-Gonzalez & Martín-Calvo, 2016).  

En los últimos años, varios estudios, tanto in vitro como in vivo, se han centrado en los 

compuestos bioactivos de las brasicáceas y su potencial para mitigar enfermedades crónicas 

(Raiola et al., 2018; De La Fuente et al., 2020). Así, numerosos estudios han relacionado su 

riqueza en compuestos bioactivos con las propiedades asociadas al brócoli como 

anticancerígeno (Ares et al., 2013), antioxidante (Jang et al., 2015), antimicrobiano (Owis, 2015), 

antiinflamatorio (Dang et al., 2019) y antihipertensivo (Jeffery & Araya, 2009). Además, debido 

a su composición rica en compuestos beneficiosos para la salud (Tabla 1), también permite su 

uso para tratar otros problemas como son la hipercolesterolemia, las enfermedades 

cardiovasculares, la diabetes o los trastornos de fotosensibilidad (Bahadoran et al., 2012; Porter, 

2012; Ares et al., 2013). Recientemente, ensayos clínicos han sugerido que el brócoli puede 

contribuir a la prevención de los síntomas graves de COVID-19 (Bousquet et al., 2021).  

Tabla 1. Composición nutricional del brócoli por 100 g de producto. (Modificado de Nagraj et al., 2020 

con datos de United States Department of Agriculture [USDA], s.f.). 

Entre los compuestos bioactivos del brócoli cabe destacar los glucosinolatos (y sus productos de 

hidrólisis, los isotiocianatos) y los compuestos fenólicos (flavonoides y ácidos hidroxicinámicos) 

que han demostrado ser antioxidantes que podrían disminuir el riesgo de sufrir ciertos tipos de 

cáncer (Moreno et al., 2006). Además, en estas plantas se encuentran presentes otros 
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nutrientes como carotenoides, esteroles vegetales, vitaminas (A, B6, B12, C, D, E, K, tiamina, 

riboflavina, niacina, ácido fólico), fibra (que le proporciona cierto poder laxante) y elementos 

minerales esenciales para la salud (calcio, potasio, sodio, fósforo y pequeñas cantidades de zinc, 

selenio, hierro, magnesio y manganeso) (Martínez-Ballesta et al., 2010; Baixauli & Maroto, 2017; 

Liu et al., 2018) lo que la hace ser una de las verduras más nutritivas y su consumo es 

recomendado a diario por todas las autoridades alimentarias del mundo. 

3.2.1 Glucosinolatos 

Los vegetales de la familia de las brasicáceas son consideradas de gran importancia con respecto 

a la salud humana puesto que poseen compuestos de significativa actividad biológica, como son 

los glucosinolatos y sus productos de hidrólisis, los isotiocianatos (Tumer et al., 2015). Además, 

se ha determinado que la mayoría de las propiedades bioactivas de esta planta son debidas a la 

presencia de estos compuestos (Guzmán-Pérez et al., 2016). Los glucosinolatos, también 

llamados tioglucósidos, son metabolitos secundarios aniónicos nitrógeno-azufrados que se 

encuentran casi exclusivamente en plantas de la familia Brassicaceae, entre ellas el brócoli, 

donde alcanzan la mayor concentración, es decir, son los compuestos bioactivos por excelencia 

del brócoli. El esqueleto básico de los glucosinolatos (β-D-tioglucósido-N-hidroxisulfato) está 

formado por un grupo β-D-tioglucosa, una oxima sulfonada y una cadena lateral variable 

procedente de los aminoácidos metionina, fenilalanina, o triptófano (Sánchez-Pujante et al., 

2017). 

En la planta, aunque el papel de los glucosinolatos no está claro, es probable que se encuentre 

ligado a la defensa vegetal, puesto que confieren un sabor amargo y un olor fuerte que podría 

repeler el ataque de los herbívoros (Finley, 2005). El grupo sulfato de los glucosinolatos es 

fuertemente ácido y las plantas los acumulan secuestrándolos en forma de sales de potasio en 

las vacuolas (Keck & Finley, 2004). Además, los glucosinolatos no son activos biológicamente 

hasta que son hidrolizados a isotiocianatos mediante la acción de la enzima mirosinasa que se 

libera de la pared celular por la acción de la masticación, la cosecha o el procesado de la planta 

(Moreno et al., 2006). Sin embargo, aunque los seres humanos no somos capaces de 

transformar los glucosinolatos en isotiocianatos (debido a la falta de la enzima mirosinasa en los 

tejidos humanos), nuestra flora intestinal, como algunas especies del género Bifidobacterium, sí 

que poseen esa capacidad, que es llevada a cabo unas 2 o 3 horas tras la ingesta de vegetales 

de la familia de las brásicas (Cartea et al., 2008). 
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En cuanto a la salud humana, estos compuestos han sido objeto de investigación desde hace 

más de medio siglo (Dinkova-Kostova & Kostov, 2012). De hecho, los isotiocianatos son capaces 

de actuar como antioxidantes tanto directa como indirectamente a través de la inducción de 

enzimas de la fase II, modulando la señalización celular, induciendo apoptosis, controlando el 

ciclo celular, reduciendo infecciones por Helicobacter y actuando, por tanto, como agentes 

preventivos del cáncer (Mi et al., 2007). Los isotiocianatos más caracterizados son el sulforafano 

(SFN), isotiocianato de fenetilo, isotiocianato de alilo y el indol-3-carbinol (provenientes de los 

glucosinolatos glucorafanina, gluconasturtina, sinigrina y glucobrasicina, respectivamente) 

(Figura 11) aunque existen muchos otros que también contribuyen a las propiedades 

anticarcinogénicas de las brasicáceas (Fahey et al., 2002; Moreno et al., 2006; Vasanthi et al., 

2009; Ishida et al., 2014). Como ya se ha mencionado anteriormente, los glucosinolatos son 

compuestos beneficiosos para la salud humana  ya que en algunos casos pueden ofrecer 

protección frente a algunos tipos de cáncer como el de pulmón, mama, colon y próstata (Jeffery 

& Araya, 2009). También, recientemente se ha descrito el tratamiento con SFN en varios tipos 

de autismo con resultados positivos, observándose una mejoría significativa en pacientes que 

consumían brócoli de manera regular frente a aquellos que no lo consumían (Singh et al., 2014). 

Figura 11. Ejemplos más representativos de los glucosinolatos más caracterizados y sus derivados 

isotiocianatos y los aminoácidos de los que derivan.  

Existen muchos estudios que ponen de manifiesto que la ingesta de brasicáceas se encuentra 

directamente relacionada con un menor riesgo de padecer cáncer en numerosos órganos, 

incluyendo el tracto digestivo, el cual es el más expuesto a los glucosinolatos (Mithen et al., 

2000). Sin embargo, no solo la disminución del riesgo de padecer cáncer está ligado al consumo 

de estas hortalizas, también la disminución del riesgo de otros tipos de enfermedades o 



Introducción 

21 

alteraciones como, diabetes, alteraciones cardiovasculares, infecciones bacterianas y otros tipos 

de enfermedades debidas al estrés oxidativo (Vallejo et al., 2002; Vasanthi et al., 2009; Ares et 

al., 2013). Por ejemplo, el indol-3-carbinol, el isotiocianato de bencilo y el isotiocianato de 

fenetilo podrían ser responsables de la inducción selectiva de apoptosis en células cancerígenas, 

lo que apoyaría el potencial terapéutico/preventivo de los productos de hidrólisis de los 

glucosinolatos frente a diferentes tipos de cáncer (Vasanthi et al., 2009). 

3.2.2 Compuestos fenólicos 

Los compuestos fenólicos constituyen un amplio grupo de moléculas que están presentes en 

todas las partes de la planta, incluidas frutas, verduras, semillas, hojas, raíces y cortezas. En las 

plantas, los compuestos fenólicos son esenciales para la fisiología y el metabolismo celular. Están 

involucrados en muchas funciones en las plantas, confiriéndoles propiedades sensoriales (color, 

aroma, sabor y astringencia), estructurales, ayudan a la polinización, resistencia a plagas y 

depredadores, procesos germinativos de la semilla después de la cosecha, así como en el 

crecimiento, desarrollo y reproducción, entre otros (Giada, 2013). La principal actividad ligada a 

los compuestos fenólicos es la antioxidante ya que protegen a la célula del daño causado por los 

radicales libres, aunque también están asociados a otros efectos beneficiosos para la salud por 

sus propiedades como anti-carcinogénicos, antiinflamatorios, antitrombóticos y 

antienvejecimiento (Ares et al., 2013). 

Existen más de 4.000 compuestos fenólicos y muchos de ellos se encuentran en el brócoli. La 

estructura de los fenoles es muy variada, desde simples o compuestos con bajo peso molecular, 

hasta complejos como los taninos y polifenoles. Se pueden clasificar dependiendo del número y 

del tipo de unión de sus átomos de carbono en flavonoides (flavonoles, flavonas, antocianinas, 

flavanoles, isoflavonas…) y en no flavonoides (ácidos fenólicos, hidroxicinámicos, estilbenos etc.) 

y normalmente se encuentran conjugados con azúcares o ácidos orgánicos (Cartea et al., 2011). 

El brócoli es una especie rica en compuestos fenólicos, por lo que se trata de una hortaliza con 

propiedades beneficiosas para la salud. Se ha demostrado la presencia de dos principales 

compuestos de esta familia de fenoles en las pellas de brócoli: la quercetina y el kaempferol, 

además de un gran número de ésteres de estos compuestos (Koh et al., 2009; Wu et al., 2019a). 

Vallejo et al. (2002) analizaron el contenido en compuestos fenólicos en pellas de 14 cultivares 

diferentes de brócoli. Entre las variedades estudiadas se encontraban tanto comerciales 

(Marathon y Lord) como experimentales (Monterey, Pentathlon, Vencedor y Furia entre otras 

líneas híbridas, de polinización abierta o razas locales). Entre ellas se encontraron diferencias 
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significativas en la concentración de flavonoides, derivados del ácido cafeico y derivados del 

ácido sinápico (12,3-65,4 mg kg-1 peso fresco (PF); 7,6-38,2 mg kg-1 PF y 25,4-72,6 mg kg-1 PF, 

respectivamente), siendo además las variedades comerciales las que mayores concentraciones 

presentaron de estos compuestos. A pesar de estas diferencias, en todos los cultivares 

analizados, el kaempferol 3-O-soforosido representó casi el 90 % del contenido total de 

flavonoides.  

Otros datos obtenidos por Koh et al. (2009) mostraron que 80 muestras de variedades 

comerciales de brócoli contenían compuestos fenólicos totales en concentraciones 

comprendidas entre 15,18 y 121,38 mg 100 g-1 PF. Además, los flavonoides mayoritarios fueron 

el kaempferol y la quercetina, con valores promedio de 3,14 y 2,27 mg 100 g-1 PF, 

respectivamente. 

3.2.3 Fitoesteroles 

Los esteroles vegetales, conocidos generalmente como fitoesteroles, son componentes 

esenciales de la bicapa lipídica de la membrana y se encuentran en todos los tejidos vegetales y 

especialmente en semillas, verduras y cereales. Realizan funciones en plantas similares a las del 

colesterol en los animales y actúan como precursores de biomoléculas importantes, tales como 

hormonas sexuales y vitaminas. En particular, los fitoesteroles han recibido mucha atención 

debido a su capacidad para disminuir los niveles de colesterol en suero en seres humanos, 

resultando en una reducción significativa en el riesgo de padecer enfermedades del corazón. 

Por otra parte, los fitoesteroles tienen propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, 

antiulcerosas y antitumorales, y por tanto proporcionan una gran contribución al valor de los 

productos naturales como nutracéuticos medicinalmente activos (Miras-Moreno et al., 2016). 

Estudios realizados por Lee et al. (2018) en 6 variedades de brásicas mostraron que el 

campesterol y el β-sitosterol fueron los principales fitoesteroles encontrados en esta familia, 

especialmente en el brócoli, con valores que oscilaban entre 542,89–1.182,18 y 638,76–

1.900,15 µg g-1 de peso seco (PS) de campesterol y β-sitosterol, respectivamente. 

3.2.4 Carotenoides y clorofilas 

Los carotenoides y las clorofilas son pigmentos fotosintéticos. Los carotenoides constituyen una 

amplia gama de pigmentos amarillos, anaranjados y rojos en las plantas y actúan como 

pigmentos accesorios de las clorofilas en la fotosíntesis. La presencia de carotenoides, totales o 

individuales (luteína, licopeno, caroteno, etc.) y clorofilas ha sido determinada en varias partes 

del brócoli como las pellas, el tronco o los brotes (Ares et al., 2013). De hecho, las verduras de 
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la especie B. oleracea como la col rizada, el repollo y el brócoli son reconocidas como excelentes 

fuentes de carotenoides en la dieta. En ese sentido, estudios realizados por Guzman et al. (2012) 

evaluaron el contenido en carotenoides y clorofilas en cuatro variedades de brócoli (VI-158, BNC 

[Brocolette Neri E. Cespuglio], Pirate y Violet Queen). Los resultados obtenidos mostraron que 

en general, la variedad con la mayor cantidad de carotenoides totales fue BNC con 367,6 ± 15,7 

µg g-1 PS. La cantidad más alta del carotenoide con actividad provitamina A, el β-caroteno, fue 

de 73,5 ± 3,6 µg g-1 PS también en BNC, mientras que la cantidad más baja se encontró en el 

brócoli morado Violet Queen con 44,5 ± 4,3 µg g-1 PS. Además, en todas las variedades de 

brócoli, el carotenoide predominante fue la luteína, que varió al doble entre las variedades de 

brócoli en este estudio, acumulándose la mayor cantidad de luteína en la variedad BNC (120,5 ± 

7,7 µg g-1 PS). En cuanto al contenido en clorofilas, las cuatro variedades de brócoli analizadas 

contenían niveles de clorofila a 4 veces mayores que los de clorofila b que oscilaron entre 322,0 

± 19,2 y 1145,3 ± 42 µg g-1 PS en brócoli morado Violet Queen y BNC, respectivamente. Farnham 

& Kopsell, (2009) analizaron el contenido de carotenoides y clorofilas en nueve líneas 

homocigóticas endogámicas (haploides dobles) de brócoli. Los resultados mostraron que la 

luteína resultó ser el carotenoide más abundante en las pellas de brócoli, con un rango de 65,3 

a 139,6 µg g-1 PS entre las nueve líneas analizadas. Asimismo, Liu et al. (2018) describieron la 

presencia de carotenoides (β-caroteno, violaxantina, neoxantina y luteína) y clorofilas (a y b) en 

diferentes tejidos del brócoli. Sus estudios revelaron que los tejidos del tallo no tenían β-

caroteno ni violaxantina, mientras que el tejido foliar contenía las concentraciones más altas de 

β-caroteno (248 µg g-1 PS), violaxantina (206 µg g-1 PS), neoxantina (156 µg g-1 PS) y luteína (484 

µg g-1 PS). Así, la luteína representó la mayor proporción de la reserva total de carotenoides, 

representando el 47,2, 69,2 y 44,2 % en floretes, tallos y hojas, respectivamente. El tejido de la 

hoja contenía una mayor concentración total de carotenoides (1.095 µg g-1 PS) que los floretes 

(181 µg g-1 PS) y los tallos (15,6 µg g-1 PS). En cuanto al contenido en clorofilas, las 

concentraciones de clorofila a en floretes, tallos y hojas fueron 852, 144 y 4478 µg g-1 PS, 

mientras que la concentración de clorofila b fue 135, 23 y 781 µg g-1 PS, respectivamente. En 

este estudio, los tejidos de la hoja y el florete del brócoli contenían entre 5 y 7 veces más clorofila 

a que clorofila b. 

Los carotenoides tienen una variedad de funciones en la salud humana. Sin embargo, los 

humanos no pueden sintetizar carotenoides y deben ingerirlos en los alimentos o mediante 

suplementos. Los carotenoides han mostrado una potente actividad antioxidante en estudios in 

vivo e in vitro. En concreto, el β-caroteno tiene una amplia gama de aplicaciones biológicas y se 

puede encontrar en los formulados de cosméticos, productos de higiene y suplementos 
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nutricionales. Es un ingrediente clave de los protectores solares que se utilizan para proteger la 

piel de los efectos nocivos de la radiación solar, incluido el desarrollo de carcinomas 

(Eggersdorfer & Wyss, 2018). Como precursor de la vitamina A, el β-caroteno se utiliza en 

tratamientos dietéticos para cubrir los requerimientos metabólicos. Además, tiene propiedades 

anticancerígenas, sobre todo contra el cáncer oral, de colon y de próstata (Zare et al., 2020).  

Las dos clorofilas principales (a y b) son pigmentos verdes fotorreceptores presentes en todos 

los organismos fotosintéticos. La clorofila y sus derivados han sido ampliamente utilizados en la 

medicina tradicional desde hace tiempo. Entre los usos terapéuticos se incluyen la cicatrización 

de heridas, su uso como agente antiinflamatorio o para combatir los malos olores, el mal aliento 

y olor corporal, entre otros. Sin embargo, actualmente los trabajos de investigación se centran 

más en su papel como potente antimutagénico y anticancerígeno y también como 

fotosensibilizador en terapia fotodinámica (Lanfer-Marquez et al., 2005; Ferruzzi & Blakeslee, 

2007; Mishra et al., 2011). Además, tienen un papel importante en la interrupción de diversas 

enfermedades como el cáncer, las enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades 

crónicas (Sangeetha & Baskaran, 2010).  

3.2.5 Vitaminas 

Las verduras de la familia de las brasicáceas como el brócoli no solo son fuentes importantes de 

fitonutrientes como el SFN, sino que también son fuentes dietéticas importantes de muchos 

nutrientes esenciales como las vitaminas A, C y E. La interacción entre SFN y las vitaminas A, C y 

E puede desempeñar un importante papel protector dietético en épocas de estrés oxidativo 

(Boddupalli et al., 2012). La vitamina C incluye ácido ascórbico y su producto de oxidación, el 

ácido dehidroascórbico, y tiene varias actividades biológicas en el cuerpo humano entre las que 

destacan las capacidades protectoras contra el cáncer (Bakker et al., 2016). La vitamina C es 

abundante en el brócoli y se usa como biomarcador para cuantificar la calidad nutricional de 

este vegetal (Jahangir et al., 2009). Sin embargo, la variación de los niveles de esta vitamina varía 

mucho entre las diferentes variedades de brócoli. Esta variación puede ser debida a diversos 

factores como el genotipo, el estrés ambiental al que están sometidos, las condiciones de 

cultivo, el almacenamiento y el procesamiento de la verdura  (Vasanthi et al., 2009). Así, estudios 

realizados por Wunderlich et al. (2008) demostraron que los cambios estacionales fueron los 

que más influenciaron en el contenido de vitamina C como biomarcador de calidad nutricional, 

tanto en brócoli con etiqueta orgánica como el cultivado convencionalmente, sugiriendo 

además, que los consumidores que buscan calidad nutricional deberían poner más énfasis en la 

compra de frutas y verduras cuando están de temporada y cultivados localmente y no 
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diferenciar entre productos ecológicos o de cultivo tradicional. Asimismo, Vallejo et al. (2002) 

evaluaron el contenido en vitamina C en las porciones comestibles de 14 genotipos de brócoli 

recién cosechado y cultivado bajo prácticas agrícolas tradicionales. Tal y como indican estos 

autores, los resultados mostraron diferencias significativas en la concentración de vitamina C en 

la mayoría de los cultivares. Sin embargo, los niveles también fueron irregulares, variando desde 

43,1 mg 100 g-1 PF, en la variedad Lord (cultivar comercial) hasta 146,3 mg 100 g-1 PF en SG-4515 

(cultivar experimental). Por otro lado, Le et al. (2020b) determinaron el contenido de vitamina 

C en floretes, hojas y semillas de brócoli. En este caso, las hojas de brócoli parecían acumular 

más vitamina C (2,92 mg de ácido ascórbico g-1 PS) que los floretes (2,54 mg de ácido ascórbico 

g-1 PS) y semillas (2,69 mg de ácido ascórbico g-1 PS). En cuanto a la vitamina E, su función 

principal es ayudar como un potente antioxidante con beneficios potenciales contra las 

enfermedades cardiovasculares, la inflamación, la diabetes, el cáncer de próstata y la 

enfermedad de Alzheimer (Rizvi et al., 2014). La vitamina E consta de cuatro tocoferoles y cuatro 

tocotrienoles, de los cuales los α- y γ-tocoferoles son los compuestos predominantes en el 

brócoli, el pimiento rojo, la zanahoria y los aceites vegetales. Liu et al. (2018) compararon la 

concentración de vitamina E en floretes, tallos y hojas de brócoli. Los resultados mostraron que 

la concentración de tocoferoles totales fue de 1,57, 1,97 y 155 µg g-1 PS en floretes, tallo y hoja, 

respectivamente, y el α-tocoferol representó el 0,1 y 90,4 % de los tocoferoles totales de cada 

tejido, siendo la hoja la que mayor contenido presentó tanto de α- como de γ-tocoferol.  

Las crucíferas también son una fuente importante de vitaminas como la B1 y la B2 y la vitamina 

K. Dentro de esta última, se incluye la filoquinona (vitamina K1), considerada la forma dominante 

de vitamina K en la dieta (> 90 %); es una vitamina liposoluble que funciona como coenzima y 

está implicada en la coagulación de la sangre, en el metabolismo óseo y en la reducción del 

riesgo de calcificación vascular y enfermedades cardiovasculares. En el caso del brócoli, tanto 

crudo como cocinado se ha descrito más de 100 µg de vitamina K 100 g-1 PF en floretes mientras 

que, en hojas, el contenido de esta vitamina es del orden de 2,8 veces más altas que el tejido de 

la pella (Liu et al., 2018; Halder et al., 2019).   

3.3 Uso de subproductos del brócoli como fuente de compuestos bioactivos 

En general, el brócoli se puede recolectar una vez que la inflorescencia ha alcanzado su tamaño 

máximo sin abrirse. Una cosecha tardía significa un producto sobre maduro, por lo que no es 

apto para la venta y posterior consumo. Esto implica un aumento de los subproductos que, junto 

con el resto de las partes descartadas, representan una gran cantidad de material vegetal no 

aprovechado. De toda la biomasa generada por los cultivos de brócoli, solo una proporción 
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menor al 25 % se utiliza en alimentación (pella de brócoli); el resto de las partes, incluidas hojas, 

tallos, raíces e inflorescencias (Figura 12), se consideran subproductos que en su mayoría se 

utilizan para compostaje o se incorporan al suelo (Zhang et al., 2017). Este descarte supone no 

sólo la pérdida de producto por parte de los agricultores sino también un aumento de los 

residuos, generando problemas medioambientales. Considerando los beneficios para la salud 

que brinda el brócoli más allá de la nutrición esencial, debido a su extraordinaria riqueza en 

fitoquímicos, los subproductos generados a partir de su cultivo también pueden ser ricos en 

compuestos bioactivos y presentar propiedades beneficiosas (Ferreira et al., 2018; Shi et al., 

2019; Castelão-Baptista et al., 2021). Por tanto, el uso de estos subproductos parece ser una 

forma inteligente de mitigar los problemas ambientales y brindar una nueva vía de ganancias y 

rentabilidad económica para empresas y agricultores. El uso de subproductos también puede 

ayudar a reducir el precio de los alimentos saludables, aumentando el acceso a ellos en los 

hogares de bajos ingresos.  

Figura 12. Porcentajes que representan las diferentes partes de una planta del brócoli. Modificado de Liu 

et al. (2018). 

En los últimos años, la investigación de la funcionalidad de los subproductos del brócoli, como 

hojas y tallos, ha proporcionado una información valiosa acerca del uso de estos materiales de 

desecho como componentes útiles en diferentes industrias: nutracéutica, cosmética o 

farmacéutica, entre otras. Sin embargo, la concentración de compuestos bioactivos puede variar 

según la parte de la planta que se esté estudiando, el tipo de cultivo, la temporada de cosecha, 

entre otros factores. En ese sentido, Gudiño et al. (2022) llevaron a cabo la caracterización y 

cuantificación de los compuestos bioactivos presentes en las diferentes partes del brócoli (hoja, 

inflorescencia y tallo) con el fin de estudiar la dependencia de su variación con el estado de 

maduración (botones florales y comercial) en cinco cultivares diferentes (TSX 007, Monaco, BRO 

2047, Parthenon y Summer purple). Los resultados obtenidos mostraron una mayor 

concentración de fenoles totales en hojas de brócoli (2.435 mg GAE 100 g-1 de extracto), llegando 
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a ser más del doble de los valores detectados en las inflorescencias (1.074 mg GAE 100 g-1 de 

extracto) y tallos (939 mg GAE 100 g-1 de extracto). Además, los extractos de hojas del cultivar 

Summer Purple mostraron una actividad antioxidante más alta y fueron las mejores fuentes de 

fitoquímicos, no solo de compuestos fenólicos (principalmente glucósidos de kaempferol y 

quercetina), sino también de clorofilas. Sin embargo, el mayor contenido en glucosinolatos 

(principalmente glucobrasicina, glucorafanina y varios derivados) se encontró en los extractos 

de la inflorescencia, principalmente en el botón floral. Por otro lado, los extractos de tallo e 

inflorescencia, principalmente de la variedad TSX 007, mostraron un fuerte efecto 

antibacteriano que se relacionó con una mayor concentración de derivados de ácidos grasos, 

fundamentalmente ácido palmítico y linoleico. Así mismo, Hwang & Lim (2015) determinaron el 

contenido total de fenoles y de SFN en hojas, peciolos y tallos de brócoli en diferentes estado 

de maduración: temprana (Kyoyoshi), media (Myeongil 96) y tardía (SK3-085). En este caso, el 

mayor contenido en compuestos fenólicos se encontró en las hojas procedentes de brócoli de 

maduración temprana (Kyoyoshi), siendo éstos del orden de entre 1,8 y 12,1 veces más altos 

que los de todos los demás cultivares y partes analizadas. Además, en esta misma variedad, el 

contenido de SFN fue 2,8 veces mayor en los tallos que en las flores. La caracterización de los 

compuestos presentes en las diferentes partes de los subproductos de brócoli (floretes, tallos y 

una mezcla de ellos) y en semillas de diferentes cultivares también ha sido descrita por Thomas 

et al. (2018). En este estudio, los subproductos de brócoli eran ricos en glucosinolatos (0,2-2 % 

de la muestra en PS), predominantemente glucorafanina (32-64 % del total de glucosinolatos), 

mientras que el contenido de polifenoles resultó ser inferior al 0,02 % de las muestras en PS. Así, 

el contenido total de polifenoles y flavonoides entre los diferentes subproductos del brócoli 

varió entre 3,8 ± 0,2 y 6,1 ± 0,3 mg GAE g-1 PS para fenoles totales y de 2,4 ± 0,1 a 5,4 ± 0,6 mg 

QE g-1 PS para flavonoides totales, encontrándose el contenido más elevado de fenoles y 

flavonoides totales en los floretes en comparación con el tallo y la mezcla de ellos en un 63 % y 

un 13 %, respectivamente.  

Como ha quedado demostrado, el uso de los subproductos del brócoli como fuente de 

compuestos bioactivos representa el interés más significativo en la valorización. Sin embargo, 

un aspecto importante para tener en cuenta a la hora de valorizar estos subproductos es la 

presencia de plaguicidas cuando se han utilizado métodos de cultivo convencionales. En ese 

sentido, el uso de subproductos procedentes de cultivos ecológicos podría tener más ventajas 

más allá de la concentración de compuestos. Los métodos convencionales emplean pesticidas 

químicos y otros productos no utilizados en cultivos ecológicos. Aunque no se han realizado 

estudios específicos sobre residuos de plaguicidas en cultivos de brócoli, en otras especies 
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vegetales se ha visto que el 30 % de las partes destinadas al consumo contenían plaguicidas 

cuando se utilizaban métodos de cultivo convencionales. Por ello, además de la caracterización 

de fitonutrientes también se debe incluir una evaluación de los niveles de plaguicidas presentes 

en los subproductos con el fin de garantizar la salud del consumidor. 

4. Tecnologías de extracción verde para la obtención de compuestos 

bioactivos a partir de subproductos de la industria agroalimentaria 

La extracción de compuestos de origen natural a partir de los subproductos agroindustriales es 

un procedimiento bien establecido para varias cadenas productivas, como aceites, zumos y 

vinos. Todas estas técnicas extractivas se actualizan constantemente para superar los problemas 

de rendimiento de recuperación y separación de los compuestos de interés a partir de estos 

desechos agroindustriales. De ahí que, en los últimos diez años, los procesos de extracción se 

hayan centrado en la búsqueda de solventes respetuosos con el medio ambiente y en el 

desarrollo de técnicas cada vez más ecológicas y sostenibles. De hecho, la idea de la química 

verde tiene una importancia inmensa en los procesos de fabricación para disminuir o eliminar la 

generación y el uso de sustancias peligrosas, así como para ayudar a desarrollar un enfoque 

verde mediante el uso de los denominados disolventes GRAS (por sus siglas en inglés de 

Generally Recognized As Safe o generalmente reconocidos como seguros) o Safer Choice 

Standard con el fin de garantizar procesos respetuosos con el medio ambiente. Por lo tanto, un 

desafío crucial en la explotación de los subproductos agroindustriales es el desarrollo de 

tecnologías de extracción sostenibles y verdes (Gil & Tuberoso, 2021) mediante el empleo de 

solventes orgánicos GRAS, que requieran menos tiempo para extraer lo que implicaría un menor 

uso de energía, por lo que tendría una influencia positiva en el medio ambiente. 

La extracción efectiva de compuestos bioactivos depende de varios factores, como la 

temperatura, la presión, el tiempo de extracción, el pH y la elección del solvente. El paso desde 

la recolección de los subproductos vegetales hasta la recuperación de sus compuestos bioactivos 

también supone un gran desafío, principalmente debido a la naturaleza selectiva de los métodos 

de extracción. Además, debido a la naturaleza perecedera y a la gran cantidad de compuestos 

presentes en los subproductos vegetales, la mayoría de los procesos de extracción 

convencionales, basados en disolventes orgánicos, son difíciles de escalar. En general, la elección 

de los métodos y técnicas para realizar la extracción y/o aislamiento de principios activos de un 

material vegetal dependen de varios factores como son: naturaleza (agua, etanol, mezclas 

hidroalcohólicas, disolventes orgánicos…) y cantidad del disolvente (el agotamiento de los 

principios activos es más elevado cuanto mayor sea la cantidad de disolvente), temperatura (las 
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altas temperaturas favorecen y aceleran la extracción en detrimento de la estabilidad de los 

principios activos), tiempo de extracción (depende de dureza y/o el grado de división de la 

materia prima) y naturaleza de los principios activos (volátiles, hidrolizables, oxidables, etc.). Por 

lo tanto, estos factores deben tenerse en cuenta al seleccionar un método para extraer los 

compuestos bioactivos, a fin de obtener altos rendimientos de extracción manteniendo la 

integridad estructural del compuesto deseado (Zhou et al., 2021).  

4.1 Técnicas de extracción convencionales 

Los productos naturales se caracterizan por una gran diversidad, lo que implica la necesidad de 

desarrollar métodos de extracción específicos según la materia prima de partida y de los 

compuestos bioactivos seleccionados. Generalmente, la matriz vegetal cruda se somete a un 

proceso de secado al aire, normalmente en una estufa o en un horno, o se liofiliza y, 

posteriormente, se muele para crear una muestra particulada homogénea antes de la extracción 

(Aizpurua-Olaizola et al., 2015). Los métodos convencionales para la extracción de compuestos 

bioactivos a partir de fuentes naturales incluyen la maceración, extracción a contracorriente, 

destilación, extracción a través de Soxhlet, percolación, entre otros, siendo el proceso 

convencional más común para la extracción de compuestos bioactivos, la extracción líquida 

utilizando disolventes orgánicos (Ares et al., 2013; Manna et al., 2015; Banerjee et al., 2017). Sin 

embargo, la eficiencia de la extracción de compuestos bioactivos por cualquier método 

convencional depende principalmente de la elección del disolvente, lo cual está estrechamente 

relacionado con la polaridad de los compuestos de interés. Otros factores para tener en cuenta 

a la hora de seleccionar el disolvente para la extracción de compuestos bioactivos son: la 

afinidad molecular entre disolvente y soluto, la transferencia de masa, el uso de un co-solvente, 

la seguridad ambiental, la toxicidad y la viabilidad económica del proceso. Sin embargo, a pesar 

de que la extracción convencional se ha utilizado durante muchos años, presenta numerosos 

inconvenientes: requieren el uso de altas cantidades de solventes de alta pureza y en ocasiones 

costosos, ya que durante el proceso se consumen en gran cantidad; tienen una selectividad de 

extracción relativamente baja y una alta tasa de evaporación de solventes durante el proceso y 

generalmente, se caracterizan por tiempos de extracción prolongados y por la descomposición 

térmica de compuestos termolábiles (Azmir et al., 2013; Banerjee et al., 2017; Nastić et al., 

2020).  
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4.2 Técnicas de extracción “verdes” 

Hoy día, el uso de disolventes orgánicos en alimentación constituye una de las mayores 

preocupaciones de la sociedad por estar relacionado con la salud pública, el medio ambiente y 

la seguridad alimentaria. La posibilidad de que existan residuos de estos solventes orgánicos en 

el producto final ha preocupado mucho a los consumidores. Por tanto, se han elaborado 

regulaciones medioambientales muy estrictas a este respecto. Así, la demanda de productos de 

elevado valor añadido y ultrapuros está redireccionando los esfuerzos de las industrias 

alimentarias hacia el desarrollo de nuevas tecnologías limpias para estos productos. 

Actualmente, se han investigado métodos de separación adecuados y tecnologías para 

promover la calidad del producto y la cantidad de productos naturales activos sin generar 

problemas ambientales. 

En el caso de tener que utilizar disolventes orgánicos para la extracción de compuestos, se deben 

tener en cuenta factores como los métodos de eliminación, el coste de fabricación y la 

seguridad. Actualmente, el etanol es el disolvente preferido entre los alcoholes debido a su 

punto de ebullición más bajo, su rápida recuperación y el estatus de GRAS según lo define la FDA 

de EE. UU. (United States Food and Drug Administration [FDA], 2004). Sin embargo, este 

disolvente no siempre es efectivo ya que muchos de los compuestos como los carotenoides son 

más solubles en disolventes polares apróticos (Banerjee et al., 2017). Por este motivo, cada vez 

más, la mayoría de los estudios han ido evolucionando hacia la utilización de métodos más 

respetuosos con el medio ambiente, por lo que se han ido introduciendo técnicas de extracción 

nuevas y prometedoras. Estas técnicas se conocen como técnicas de extracción no 

convencionales o “verdes” (Rodriguez & Raghavan, 2022). La consideración de “técnicas verdes” 

se les atribuye puesto que cumplen con los 12 principios de la química verde establecidos por la 

Agencia de Protección Ambiental de EE. UU. (United States Environmental Protection Agency 

[EPA], s.f.) Algunos de los puntos que incluyen son: prevenir el desperdicio, maximizar la 

economía atómica, diseñar síntesis químicas menos peligrosas, promover el uso de productos y 

sustancias químicas más seguras así como el uso de disolventes y condiciones más seguros, el 

aumento de la eficiencia energética, utilización de materias primas renovables, minimizar la 

posibilidad de accidentes y prevenir la contaminación (Chemat et al., 2012; Azmir et al., 2013). 

Entre las técnicas de extracción verdes más comunes para la extracción de compuestos 

bioactivos a partir de subproductos de la industria agroalimentaria se encuentran la extracción 

asistida por ultrasonido (UAE) (Reche et al., 2021; Fernandes et al., 2022), extracción asistida 

por microondas (MAE) (Ferreira et al., 2018; Rodríguez & Raghavan, 2022), extracción con fluido 
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supercrítico (SFE) (Gustinelli et al., 2018; Pellicanò et al., 2019) y extracción con líquido 

presurizado (PLE, incluida la extracción acelerada con solventes, ASE) (Cea et al., 2019; García 

et al., 2021). Otros métodos de extracción ecológica menos comunes también han sido 

utilizados en la última década para extraer compuestos bioactivos a partir de subproductos 

agroindustriales como son la extracción dinámica de líquido sólido rápido (RSLDE), extracción 

por campos eléctricos pulsados (PEF), extracción asistida por enzimas (EAE), y extracción con 

líquidos iónicos (ILE) (Díaz-Reinoso & Domínguez, 2022). En general, todas estas tecnologías de 

extracción verdes son baratas, rápidas y ecológicas, siendo las ventajas más comunes el reducido 

consumo de energía, la obtención de productos seguros y renovables así como de extractos de 

alta calidad, un bajo impacto ambiental, una mayor selectividad y un mejor aislamiento. 

4.2.1 Extracción mediante Fluidos Supercríticos (SFE) 

Actualmente, esta tecnología se ha convertido en una de las técnicas de extracción verde más 

populares ya que representa una alternativa eficaz a la utilización de disolventes orgánicos para 

la extracción de componentes funcionales y nutracéuticos de fuentes naturales (Cano-Lamadrid 

& Artés-Hernández, 2022; Nastić et al., 2020) y se ha utilizado ampliamente para agregar valor 

a los subproductos vegetales generados durante su procesamiento (Agulló-Chazarra et al., 

2020). La SFE se basa en el uso del punto crítico del solvente durante la extracción (Figura 13). 

Cualquier sustancia puede presentarse en tres estados: sólido, líquido y gaseoso. Cuando nos 

referimos al estado supercrítico, hablamos del estado de un fluido que se encuentra en una fase 

que posee características de líquido y de gas a la misma vez, ya que se encuentra por encima de 

su temperatura y presión críticas. Este estado se consigue cuando una sustancia se somete a 

una temperatura y a una presión más allá de su punto crítico. Así, el punto crítico de una 

sustancia se define como la temperatura crítica (Tc) y la presión crítica (Pc) características por 

encima de las cuales no existe distinción entre las fases líquida y sólida (Ameer et al., 2017; Azmir 

et al., 2013). Por tanto, los fluidos supercríticos son fluidos que están sujetos a condiciones de 

presión y temperatura por encima de sus puntos críticos y esta situación otorga diferentes 

propiedades a los solventes en términos de difusividad y viscosidad, haciendo que los fluidos 

supercríticos tengan características tanto de líquidos como de gases mejorando la penetración 

del solvente en la muestra y logrando una mejor extracción de los compuestos de interés. 

En general, el solvente más utilizado es el dióxido de carbono (CO2), ya que es un solvente 

económico con puntos críticos de presión y temperatura bajos (74,8 bar y 31,1 °C, 

respectivamente) y es fácil de eliminar del extracto debido a que, en condiciones atmosféricas, 

es gaseoso. Además, el CO2 está clasificado como GRAS tanto por la Autoridad Europea de 
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Seguridad Alimentaria (EFSA) como por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) 

de los Estados Unidos (Cano-Lamadrid & Artés-Hernández, 2022). El único inconveniente del CO2 

es su baja polaridad, lo que lo hace ideal para la extracción de lípidos, grasas y sustancias no 

polares. Sin embargo, la limitación de la baja polaridad del CO2 se ha superado con éxito 

mediante el uso de co-solventes o modificadores para obtener compuestos polares como los 

compuestos fenólicos, siendo el etanol, el co-solvente más utilizado en la SFE ya que actúa como 

modificador de la polaridad, permitiendo obtener un mayor rendimiento en el proceso (Leyva-

Jiménez et al., 2022). Por ello, los resultados obtenidos mediante esta técnica van a depender 

directamente de la presión, la temperatura y del co-solvente utilizado ya que pueden ser 

modificados dentro de unos rangos para optimizar el proceso de extracción dependiendo del 

tipo de compuesto de interés y aumentar así su eficiencia y selectividad. Otros factores que 

también influyen en el éxito de la extracción son las características de la muestra como el 

tamaño de partícula y el contenido de humedad del material vegetal. Las principales ventajas 

que ofrece esta nueva tecnología con respecto a los métodos convencionales de extracción son 

la ausencia de residuos orgánicos y de degradación térmica, por lo que los extractos se 

consideran de gran calidad, además de que favorece la penetración en la muestra vegetal debido 

a las propiedades combinadas de estado supercrítico y todo esto, en menores tiempos de 

extracción (Azmir et al., 2013; Nastić et al., 2020). 

Figura 13. Esquema del proceso de extracción mediante la técnica de fluidos supercríticos. B1, bomba de 

CO2; B2, bomba del cosolvente; V, válvula y H, calentador. 

4.2.2 Extracción mediante Líquidos Presurizados (PLE) 

Este método de extracción ha ido emergiendo como una tecnología de extracción alternativa 

debido a que es más eficiente en términos de tiempo, uso de solventes y recuperación de 
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compuestos, siendo una técnica segura y rápida frente a las técnicas de extracción 

convencionales. La PLE (Figura 14) consiste en un proceso extractivo que emplea como 

disolvente el agua y otros disolventes hidro-alcohólicos y que combina dos elementos 

principales: (1) aumento de temperatura y presión, y (2) interacción entre el solvente y los 

compuestos de la matriz.  

El fundamento en que se basa la PLE es la aplicación de alta presión al solvente para que 

permanezca líquido más allá de su punto de ebullición normal. Se trata de un método que puede 

ser automatizado fácilmente, que además requiere de tiempos reducidos para la extracción y 

bajo suministro de disolventes puesto que las altas presiones y temperaturas se traducen en 

una extracción más rápida. Teniendo en cuenta el rendimiento, la reproducibilidad, el tiempo 

de extracción y el consumo de disolvente, el PLE se ha considerado como una alternativa a los 

métodos convencionales debido a que es un proceso más rápido y con un menor uso de 

disolvente. Gracias a la combinación de la interacción del solvente con las moléculas de la matriz 

vegetal y las elevadas temperaturas y presiones para una extracción más eficiente de los 

compuestos bioactivos, la velocidad de extracción en la PLE es bastante más rápida. Las altas 

temperaturas (hasta 200 °C) y presiones (> 70 bar) a las que se lleva a cabo esta extracción 

facilitan mucho la penetración del solvente en la matriz vegetal y el aumento de la temperatura 

del solvente por encima de su punto de ebullición aumenta la solubilidad de los compuestos a 

extraer. Además, disminuyen la viscosidad y la tensión superficial del solvente, lo que facilita su 

penetración en los poros de la matriz vegetal y provoca su disrupción, por lo tanto, mejora la 

transferencia de masa del analito de la muestra al solvente, hecho que mejora la eficiencia de la 

extracción. Otra característica de este proceso de extracción es que las muestras y extractos se 

encuentran protegidos del oxígeno y la luz, por lo que no sufren procesos de oxidación (Azmir 

et al., 2013; Ameer et al., 2017; Nastić et al., 2020; Sánchez-Mesa et al., 2020). 
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Figura 14. Esquema del proceso de extracción mediante la técnica de fluidos presurizados. B, bomba y V, 

válvula. 

5. Revalorización de los subproductos del brócoli 

En los últimos años, las investigaciones sobre la valorización de los subproductos de la industria 

agroalimentaria han aumentado considerablemente dado que las estrategias de revalorización 

pueden suponer un cambio de modelo productivo del sector y evolucionar hacia una economía 

circular más diversificada y sostenible, dando más valor añadido y competitividad. Estas 

estrategias pueden estar enfocadas en la obtención de nuevos ingredientes para la industria 

alimentaria, cosmética y/o farmacéutica. Además, hoy en día, los fabricantes se centran en la 

reducción del impacto ambiental de los subproductos industriales (residuo cero y economía 

circular) y en la recuperación de compuestos bioactivos de los subproductos agrícolas mediante 

el uso de recursos renovables, ofreciendo no solo beneficios ambientales sino también 

económicos y mejorando la eficiencia en la industria alimentaria.  

5.1 Alimentación 

La incorporación de subproductos de frutas y hortalizas, sus compuestos y/o sus 

extractos/polvos puede ser una estrategia relevante para la reformulación de ingredientes y 

productos de fortificación de “etiqueta limpia”. Los componentes bioactivos con alto valor 

nutritivo, como polisacáridos, proteínas, fibras, saborizantes y fitoquímicos obtenidos a partir 

de los subproductos y desechos de la industria agroalimentaria pueden utilizarse como 

ingredientes para el desarrollo de alimentos funcionales. Se denominan alimentos funcionales 

a los alimentos que por su contenido en compuestos bioactivos, fisiológicamente, proveen de 

beneficios a la salud del consumidor (Moreno et al., 2006). Por ello, cada día se le da más 
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importancia al uso de compuestos bioactivos derivados de subproductos de la industria agrícola 

como nuevos ingredientes que cumplen diversas funciones.  

Recientemente, varios estudios han descrito la utilidad de los subproductos del brócoli en la 

producción de alimentos funcionales enriquecidos con compuestos bioactivos, como bebidas, 

bocadillos, pan o pasteles (Castelão-Baptista et al., 2021). Las harinas de brócoli han demostrado 

ser una buena fuente de fitoquímicos como suplementos dietéticos, ya que estas mantienen 

una adecuada composición nutricional y propiedades fisicoquímicas. Sin embargo, rara vez se 

agregan hojas o tallos de brócoli a los productos alimenticios, una tendencia que debe 

cambiarse. Los tallos de brócoli y otros subproductos se caracterizan por contener compuestos 

fenólicos (principalmente derivados del ácido hidroxicinámico y flavonoles glicosilados) y 

glucosinolatos. Se ha demostrado que la aplicación de un proceso de estabilización de los 

compuestos bioactivos a baja temperatura es capaz de preservar una alta cantidad de SFN 

bioaccesible, al tiempo que minimiza la pérdida de compuestos fenólicos. Al analizar la 

bioaccesibilidad de estos compuestos, se encontró que esta estabilización de las muestras de la 

parte central de los tallos proporcionó el material con mayor contenido de bioactivos, incluidos 

los antioxidantes fenólicos (13,6 y 33,9 g kg-1 PS de ácidos feruloilquínico y sinapilquínico, 

respectivamente) y SFN (4,1 g kg-1 PS, en promedio). Estas opciones de procesamiento permitió 

obtener un nuevo producto o ingrediente rico en compuestos bioactivos y bioaccesibles a base 

de tallos de brócoli con potencial antioxidante y antiinflamatorio (Costa-Pérez et al., 2022). 

En cuanto a los subproductos como posibles ingredientes para la industria de la alimentación, 

Shi et al., (2019) también demostraron el potencial de los subproductos de brócoli diferenciados 

por fracciones (hojas y tallos en polvo, jugo de hojas y tallos, pulpa resultante del jugo, el 

sedimento resultante del lavado de la pulpa y el sobrenadante del mismo) como materia prima 

para preparar una gama de nuevos ingredientes alimentarios con valor añadido. Los tallos y 

hojas de brócoli examinados demostraron ser ricos en proteínas (23,2 % PS), fibra (36,5 % PS) y 

polifenoles (11,4 mg GAE g-1) siendo el ácido clorogénico, el ácido neoclorogénico y el ácido 

quínico los principales fenoles encontrados. Así, en base al PS, las fracciones de pulpa y la pulpa 

lavada mostraron estar enriquecidas en fibra en comparación con el jugo y el sobrenadante 

resultante del lavado de la pulpa, que resultaron más enriquecidos en proteínas. El jugo y el 

sobrenadante del lavado de la pulpa presentaron un mayor contenido de polifenoles y una 

mayor actividad antioxidante, lo que sugiere que los polifenoles fueron los principales 

contribuyentes a la actividad antioxidante. De esta forma los productos podrían suministrarse 

como ingredientes en polvo envasados, en el caso de tallos y hojas de brócoli y la pulpa restante 
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del jugo, mientras que las fracciones del jugo y el sobrenadante del lavado de la pulpa podrían 

considerarse para ser concentradas y ofrecidas como un concentrado de nutrientes bebibles. 

Liu et al. (2018) llevaron a cabo una evaluación integral de los nutrientes que se encuentran en 

los subproductos de brócoli para su aprovechamiento por los consumidores y productores, así 

como para la industria que emplee sus compuestos bioactivos. Según estos autores, aunque en 

los floretes del broccoli se determinó la mayor cantidad de glucorafanina y de aminoácidos en 

comparación con otras partes del brócoli estudiadas, las hojas presentaron mayor cantidad de 

nutrientes esenciales, entre los que se incluyen el β-caroteno (provitamina A), las vitaminas E y 

K, los minerales Mn y Ca, así como de contenido total de compuestos fenólicos y de actividad 

antioxidante; sugiriendo así, que las hojas de brócoli pueden ser una excelente fuente de 

nutrientes esenciales para la obtención de nuevos alimentos.  

Algunos ejemplos sobre la incorporación de los subproductos de brócoli en la producción de 

alimentos funcionales es la realizada por Lafarga et al. (2019a) quienes introdujeron 

subproductos de brócoli a la formulación de crackers lo que incrementó su contenido en fibra 

alimentaria, compuestos fenólicos y glucosinolatos, así como la capacidad antioxidante en 

comparación con las tostas elaboradas solamente con harina. Los resultados obtenidos por estos 

autores sugieren que la cantidad de compuestos fenólicos y antioxidantes liberados durante la 

digestión puede ser mayor de lo que podría esperarse de los extractos obtenidos mediante fase 

acuosa-orgánica comunes. Estos mismos investigadores (Lafarga et al., 2019b) también 

probaron a introducir tallos y hojas de brócoli en polvo a las formulaciones de pan, lo que a 

concentraciones de 2 % (p/p) no afectó la aceptabilidad general, el aspecto o la textura. Es más, 

este hecho resultó no solo en una mayor calidad fisicoquímica sino también en una mayor 

calidad nutricional y propiedades bioactivas ya que la actividad antioxidante y los compuestos 

fenólicos derivados del brócoli fueron resistentes al proceso de elaboración del pan y a una 

digestión gastrointestinal simulada. Finalmente, también descubrieron que los compuestos 

fenólicos y la actividad antioxidante de los panes que contenían hojas en polvo fueron más altos 

tras 7 días desde el horneado, lo que sugiere que los compuestos fenólicos y demás 

antioxidantes que se encuentran en las hojas podrían ser más resistentes al procesamiento 

térmico y al almacenamiento que los que se encuentran en los tallos de brócoli.  

También en este contexto de elaboración de productos horneados, los resultados de Drabińska 

et al. (2018) indicaron que el polvo de hojas de brócoli podría considerarse un buen suplemento 

para la elaboración de minibizcochos sin gluten. Los productos sin gluten a menudo tienen un 

valor nutricional bajo y la adición de hoja de brócoli en polvo puede compensar ese déficit. Esta 
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adición mejoró la actividad antioxidante de los minibizcochos sin gluten debido principalmente 

a su alto contenido en compuestos bioactivos. Curiosamente, la matriz de los minibizcochos sin 

gluten tuvo un efecto protector sobre la estabilidad de los glucosinolatos, los cuales tienen 

propiedades anticancerígenas. Por lo tanto, la suplementación de bizcochos sin gluten con hoja 

en polvo de brócoli podría ser una estrategia eficaz para administrar compuestos 

quimiopreventivos al cuerpo humano. En cuanto a la evaluación sensorial, estos autores 

indicaron que se debe agregar el polvo en cantidades moderadas para preservar los atributos 

sensoriales deseables de los minibizcochos sin gluten, incluidos el color, el aroma y el sabor. 

Además, la adición de hoja en polvo al 2,5 % como sustituto del almidón resultó en una mejora 

óptima del potencial nutracéutico de los bizcochos sin gluten sin comprometer su calidad 

sensorial. Asimismo, Krupa-Kozak et al. (2021) evaluaron el valor nutricional, la calidad 

tecnológica, las propiedades antioxidantes y la actividad inhibitoria contra la formación de 

productos finales de glicación avanzada (AGE) -unos factores implicados en el riesgo de padecer 

trastornos cardiovasculares- en pan sin gluten enriquecido con polvo de hoja de brócoli. Los 

resultados obtenidos demostraron que, en comparación con el control, el pan sin gluten que 

contenía este subproducto de brócoli se caracterizó por un contenido significativamente mayor 

de nutrientes (proteínas y minerales), así como por una mejora significativa en el volumen 

específico y su pérdida tras el horneado. Además, la adición de polvo de hojas de brócoli mejoró 

significativamente el potencial antioxidante y la actividad anti-AGE de este pan sin gluten. De 

esta forma, los autores destacaron que el polvo de hojas de brócoli se puede utilizar con éxito 

como componente de productos horneados sin gluten con propiedades tecnológicas y 

funcionales mejoradas. Por lo que su uso en productos de valor añadido de panadería podría 

proporcionar beneficios para la salud a los sujetos que siguen una dieta sin gluten. 

También se han incorporado con éxito, subproductos de brócoli en otro tipo de alimentos, como 

los cárnicos. Banerjee et al. (2012) demostraron que la introducción de extractos de 

subproductos de brócoli en polvo al 0,1 y 0,2 % aumentó significativamente el contenido 

fenólico en nuggets de carne de cabra actuando como fuente de antioxidantes naturales. 

Además, tras la evaluación sensorial no se percibió ninguna diferencia en comparación con el 

control. Asimismo, el estudio de almacenamiento de los productos mostró que el extracto de 

brócoli en polvo redujo significativamente la peroxidación de lípidos, mejorando así la calidad y 

la estabilidad del producto. 

Finalmente, se ha probado la incorporación de harina de subproducto de brócoli (entre otro tipo 

de subproductos) a la elaboración de queso Primosale. Los resultados destacaron que la adición 
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de subproductos al queso Primosale mejoró las propiedades nutricionales y algunos atributos 

sensoriales como la friabilidad y la adhesividad (Costa et al., 2018). Asimismo, las harinas 

obtenidas a partir de tallos y hojas de brócoli fueron utilizadas por Lucera et al. (2018) para 

enriquecer un queso para untar. Los resultados mostraron que la inclusión del 5 % del 

subproducto en la formulación del queso aumentó el contenido fenólico total, el contenido total 

de flavonoides y la actividad antioxidante medida por los ensayos ABTS y FRAP en comparación 

con el control. Sin embargo, estos autores concluyeron que se deben evaluar otras opciones 

tecnológicas para obtener estas harinas vegetales con el fin de mejorar las propiedades del 

queso incrementando los compuestos antioxidantes sin comprometer las propiedades 

sensoriales. 

5.2 Industria farmacéutica 

Otro de los usos que se han propuesto para los subproductos de brócoli, debido a su contenido 

en compuestos de actividad biológica beneficiosa para la salud, están enfocados en la industria 

farmacéutica. En ese sentido, los efectos beneficiosos de los polifenoles y glucosinolatos sobre 

la salud humana han sido ampliamente descritos en la bibliografía, incluyendo la prevención de 

enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2, algunos tipos de cáncer y enfermedades 

neurodegenerativas (Herr & Büchler, 2010; Avato & Argentieri, 2015; Castelão-Baptista et al., 

2021; Gupta et al., 2022;). 

En los últimos años, estudios in vivo e in vitro han demostrado el potencial efecto anti obesidad 

de los isotiocianatos presentes en las brásicas (Martins et al., 2018), potenciando los 

subproductos contra las disfunciones metabólicas relacionadas con la obesidad. Las propiedades 

antioxidantes de las brasicáceas se deben a la presencia de fitoquímicos antioxidantes, 

principalmente polifenoles y ácido ascórbico, y antioxidantes indirectos como el SFN. Se ha 

demostrado que el SFN aumenta la unión del factor nuclear eritroide-2 relacionado con el factor 

2 (Nrf2) al ADN, más concretamente a los elementos de respuesta antioxidante (ARE), 

responsables de la regulación transcripcional de enzimas antioxidantes como catalasa, glutatión 

S-transferasa, glutatión-peroxidasa, peroxirredoxinas y hemoxigenasa (HO-1) (Kubo et al., 

2017). Además, Lei et al. (2019) demostraron que el SFN modula el metabolismo de los lípidos 

en los hepatocitos, reduciendo los niveles de lípidos en casos de acumulación excesiva. Estas 

propiedades hacen del SFN un candidato idóneo contra una condición preocupante que arrasa 

principalmente en los países desarrollados como es la obesidad y sus complicaciones asociadas. 

Por otro lado, Ranaweera et al. (2022) evaluaron el efecto anti obesidad de extractos de hoja de 

brócoli (ricos en glucorafanina y SFN) en adipocitos 3T3-L1 y ratones ob/ob. Los resultados 
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mostraron que el extracto de hoja de brócoli desempeñaba un papel importante en la reducción 

de la acumulación de lípidos al aumentar la fosforilación de AMPK (considerada como una diana 

terapéutica importante en el tratamiento de la obesidad) y ACC (enzima metabólica clave en la 

síntesis de ácidos grasos) en los adipocitos 3T3-L1, donde también aumentan la captación de 

glucosa. Además, este extracto fue capaz de reducir la cantidad de lípidos séricos (triglicéridos, 

colesterol LDL y colesterol total), la glucosa en sangre y la acumulación de lípidos hepáticos en 

ratones ob/ob. Por tanto, los resultados obtenidos sugieren que el contenido de SFN en el 

extracto de hoja ejerce un efecto potencial contra la obesidad al normalizar la expresión de 

genes relacionados con el metabolismo de los lípidos, que están regulados al alza o a la baja en 

ratones ob/ob.  

Con relación a la piel, se conoce que ésta es una capa protectora del cuerpo y que está en 

constante contacto con factores ambientales físicos y químicos lo que conduce a menudo al 

estrés oxidativo. Además, se ha observado que las células de la piel también están expuestas a 

especies reactivas de oxígeno (ROS) generadas durante el metabolismo celular (por ejemplo, 

con la síntesis de melanina o el metabolismo en las células del sistema inmunitario). Se ha 

demostrado que el SFN o extractos de hojas de brócoli, son capaces de producir una activación 

selectiva del factor de transcripción Nrf2 en queratinocitos, fibroblastos y melanocitos, sin llegar 

a producir efectos secundarios. Este factor es responsable de la transcripción de genes de 

proteínas antioxidantes como las interleucinas y su principal mecanismo de regulación es la 

unión a Keap1 que actúa como inhibidor de este factor. El mecanismo de acción del SFN en 

queratinocitos implica la reducción de los niveles de GSH, lo cual altera la conformación de 

Keap1 y sus propiedades inhibidoras y, en consecuencia, el Nrf2 activo se libera en el citoplasma 

y viaja al núcleo donde se una a ARE y aumenta la expresión de genes diana y de enzimas 

antioxidantes (NAD(P)H, NQO1, HO-1) (Ryšavá et al., 2020). Además, Dickinson et al. (2009) 

determinaron en su estudio que extractos de brócoli que contenían SFN fueron capaces reducir 

el riesgo de carcinogénesis inducida por la radiación UV en ratones de la línea SKH-1. Este mismo 

extracto, también, redujo el tamaño de tumores de piel benignos en animales. Además, se han 

realizado estudios en voluntarios sometidos a luz ultravioleta y tratados con SFN y éstos 

mostraron una disminución en el desarrollo de eritema cutáneo hasta en un 90 %.  Estos 

hallazgos podrían ser útiles en la búsqueda de nuevos medicamentos para personas con vitíligo 

o incluso melanoma (Gęgotek & Skrzydlewska, 2015). Por otro lado, péptidos hidrolizados 

provenientes de tallos de brócoli aplicados en queratinocitos humanos para el estudio de 

cicatrización de heridas tras su aplicación demostró una mayor proliferación de queratinocitos 

y una mayor reparación de la cicatrización de heridas. En la expresión génica y los niveles de 
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proteína de los queratinocitos, se observó la regulación al alza del anti-oncogén p53, 

sobreexpresión de genes de respuesta antiinflamatoria y de factores de queratinización, lo que 

sugiere que las mezclas de péptidos obtenidas del brócoli aumentaron la proliferación celular y 

previnieron el crecimiento cancerígeno y descontrolado de las células. Esto alienta la apertura 

de nuevas líneas de investigación que involucren el uso de péptidos de brócoli para uso 

farmacéutico o cosmético (Nicolas-Espinosa et al., 2022).  

Otras investigaciones han demostrado las propiedades anticancerígenas ligadas a la presencia 

de compuestos fenólicos de los extractos de hojas, tallos y floretes de diferentes cultivares 

(Kyoyoshi, Myeongil 96 y SK3-085) en diferentes líneas celulares tumorales, como NCI-H1299 

(línea celular de carcinoma de pulmón) y HT-29 (línea celular de adenocarcinoma de colon de 

grado II). Los resultados obtenidos reflejaron que los extractos de hojas de Myeongil 96 

demostraron tener el mayor efecto inhibitorio en la línea celular de carcinoma de pulmón, 

mostrando una reducción de la viabilidad de un 32,5 ± 2,3 %. Por otra parte, la mayor 

disminución de la viabilidad en la línea de carcinoma de colon se obtuvo con los extractos de 

hoja de la variedad Kyoyoshi con una reducción del 11,6 ± 2,4 % con respecto al control (Hwang 

& Lim, 2015). De igual forma, los compuestos fenólicos presentes en brotes de brócoli 

presentaron un efecto inhibidor en la motilidad y el acoplamiento celular de dos líneas celulares 

de cáncer de próstata de potencial metastásico alto (MAT-LyLu) y bajo (AT-2). La adición a estas 

líneas de los extractos a una concentración de 1 mg ml-1 llegó a producir una disminución de la 

proliferación celular de forma dependiente de la dosis hasta alrededor de un 30 % en AT-2 y un 

60 % en las MAT-LyLu (Gawlik-Dziki et al., 2012). 

5.3 Cosmética 

Con respecto al sector de la cosmética, actualmente los consumidores están más predispuestos 

a escoger productos de origen natural por lo que el aprovechamiento de los subproductos de la 

industria agroalimentaria supondría una gran fuente de compuestos bioactivos para estos 

productos. Es por esta razón, que cada vez más se busca incorporar estos elementos a la 

elaboración de nuevos productos cosméticos. En ese sentido, la industria cosmética puede 

representar una solución rentable sobre cómo reciclar los subproductos desechables, ya que la 

sostenibilidad y la seguridad humana también son los temas más relevantes para todos los 

productos cosméticos. Además, el mercado cosmético está en constante crecimiento y, a pesar 

de la crisis económica mundial de los últimos años, todavía se venden más de 5 mil millones de 

productos cosméticos cada año, siendo los más consumidos los destinados al cuidado de la piel 

(Barbulova et al., 2015). 
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Muchas alteraciones de la piel, como las quemaduras solares, la pigmentación, las arrugas, la 

dermatitis, la urticaria, el envejecimiento, los cánceres de piel y la inmunosupresión, se deben a 

la exposición extrema a las radiaciones nocivas del sol. El mero recubrimiento de la piel con gafas 

de sol, ropa u otros agentes externos no es un método de protección adecuado. Por lo tanto, la 

aplicación de protector solar se considera uno de los métodos más modernos para deshacerse 

del envejecimiento de la piel, las quemaduras solares y otros problemas relacionados que surgen 

debido a la exposición a las radiaciones ultravioleta (UV). Los agentes de protección solar 

bloquean los efectos nocivos del sol absorbiendo los rayos UV y los rayos solares visibles. Las 

plantas se han utilizado en medicina y cosmética desde hace siglos y es bien conocido su 

potencial para tratar diferentes enfermedades de la piel y para embellecer y mejorar el aspecto 

de la piel. En ese sentido, el retinol (vitamina A) y el ácido palmítico presentes en hojas de brócoli 

pueden servir como antioxidantes para mejorar el rendimiento del producto contra los efectos 

de envejecimiento por la exposición a los rayos UV o para mejorar las cualidades estéticas de los 

protectores solares. Además, el contenido en flavonoides y compuestos fenólicos, los cuales 

desempeñan un papel principal en la lucha contra los radicales libres que son la principal causa 

de numerosos cambios negativos en la piel, convertirían a estos extractos en potenciales 

agentes fotoprotectores (Mansuri et al., 2021). Ligĕza et al., (2016) examinaron diferentes 

aceites extraídos en frío como potenciales ingredientes para el desarrollo de cosméticos, entre 

ellos escogieron aceite de semillas de brócoli. Los resultados que obtuvieron indicaron que los 

aceites naturales prensados en frío se pueden aplicar a la piel como cosméticos, y no 

presentaron efecto irritante, ya que sólo en raras ocasiones provocaron reacciones alérgicas, 

por lo que pueden ser susceptibles de su aplicación en nuevos productos cosméticos. Asimismo, 

Singu et al.(2019) elaboraron un lápiz labial que contenía un extracto etanólico de flor de brócoli 

como ingrediente. El extracto estaba enriquecido en compuestos como flavonoides, alcaloides, 

taninos, aceites volátiles, lignina, inulina, grasas, esteroides y triterpenoides y ceras. Estos 

compuestos confirieron al lápiz labial propiedades antioxidantes reduciendo el estrés oxidativo 

y previniendo el fotoenvejecimiento de los labios manteniéndolos nutridos y protegidos a largo 

plazo. Por otro lado, también se han probado los efectos antiinflamatorios de la fracción de 

hexano de la hoja de brócoli para confirmar la aplicabilidad como material funcional en 

alimentos y cosméticos. La producción de citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IL-4, IL-6, IL-1β), 

se vio inhibida en células RAW264.7 estimuladas con lipopolisacárido (LPS), así como la 

expresión de proteínas de iNOS y COX-2. Por tanto, se considera que la fracción de hexano de la 

hoja de brócoli tiene potencial para ser utilizada como un material antiinflamatorio natural en 

alimentos y cosméticos (Kim, 2022). 
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En base a los antecedentes descritos en la Introducción, el objetivo general de esta memoria se 

centra en desarrollar un sistema de producción sostenible de ingredientes bioactivos apostando 

por la valorización de los subproductos del brócoli (hojas y tallos) generados en grandes 

cantidades por la empresa Agrícola Santa Eulalia S.L, mediante el empleo de tecnologías limpias, 

para su incorporación a la fabricación de nuevos productos con aplicaciones cosméticas y 

nutracéuticas. Este objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos concretos:  

1. establecimiento de las condiciones óptimas de cultivo del brócoli en campo y de los 

subproductos originados tras la recolección del material cosechado. 

2. optimización de las metodologías de extracción de los compuestos bioactivos que 

ejercen un efecto beneficioso para la salud humana. 

3. estudio del efecto fotoprotector de los extractos procedentes de subproductos de 

brócoli sobre la línea celular HaCaT expuesta previamente a la radiación UV-B.  

4. estudio de los mecanismos protectores desencadenados por los extractos enriquecidos 

en compuestos bioactivos procedentes de los subproductos de brócoli sobre la línea 

celular HaCaT expuesta previamente a la radiación UV-B. 

5. análisis del efecto reparador de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos 

procedentes de los subproductos de brócoli sobre la barrera de queratinocitos de piel 

dañados por heridas superficiales. 

6. evaluación de la actividad citotóxica del extracto enriquecido en glucosinolatos 

obtenido mediante extracción con fluidos presurizados sobre la línea celular CCD-18Co.  

7. estudio de los mecanismos protectores desencadenados por los extractos enriquecidos 

en glucosinolatos procedentes de los subproductos de brócoli sobre la línea celular CCD-

18Co expuesta al LPS. 
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1. Material vegetal 

Los subproductos (tallos y hojas) de brócoli (B. oleracea var. italica) cv Parthenon, Naxos y 

Bellaverde fueron proporcionados por la empresa Agrícola Santa Eulalia S.L (Murcia, España) 

dedicada a la producción y comercialización de alimentos hortofrutícolas estando considerada 

como una de las principales exportadoras de brócoli de la Región de Murcia. Así, una vez 

recolectados los floretes, es decir, la parte destinada a la alimentación, los subproductos 

generados (hojas y tallos) se utilizaron como material vegetal (Figura 15) para llevar a cabo la 

extracción de los compuestos bioactivos y su posterior uso como posible material con 

propiedades interesantes para la industria cosmética y/o alimentaria. 

Figura 15. Procesado del cultivo del brócoli. 

1.1 Optimización del secado de los subproductos   

Para la obtención de los compuestos bioactivos de los subproductos, en primer lugar, se 

procedió a optimizar el proceso de deshidratación de los subproductos utilizando para ello los 

subproductos de la variedad de brócoli Parthenon (Figura 16). Todo este proceso de 

optimización se llevó a cabo en las instalaciones del Centro Tecnológico Nacional de la Conserva 

y Alimentación (en adelante CTC). Para ello, una vez recogidos por separado los subproductos 

(hojas y tallos) por parte de los operarios de la empresa Agrícola Santa Eulalia, estos se enviaron 

al CTC en vehículos refrigerados con el fin de mantener todas las propiedades del subproducto. 

Una vez en el CTC, se llevó a cabo un primer proceso de secado del material vegetal que consistió 

en la deshidratación de 15 kg de hojas y 15 kg de tallos de manera independiente (Figura 16A). 

Durante este proceso de deshidratación, las muestras se mantuvieron en una cámara climática 
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a 70 °C durante 24 h hasta que alcanzaron una humedad relativa del 4 %. Posteriormente, se 

procedió a la molienda de los subproductos previamente deshidratados usando para ello un 

molino de cuchillas. Finalmente, el polvo obtenido se tamizó para obtener fracciones más 

representativas y homogéneas obteniendo así un polvo fino procedente de hojas secas y por 

otra parte el polvo seco de los tallos.  

El segundo proceso de deshidratación de los subproductos consistió en realizar, primeramente, 

el triturado o molienda del material vegetal en estado fresco (Figura 16B). Para ello, las hojas y 

tallos de brócoli de la variedad Parthenon en proporción 3:1 (hoja/tallo) se cortaron 

previamente a un tamaño de 10 x 10 µm usando una cortadora Urschell® Modelo G-A y a 

continuación, se trituraron hasta obtener una masa fina con un procesador Comitrol® modelo 

1700 Urschell. Posteriormente, se secaron en una cámara de secado a 55 °C durante 24 h hasta 

alcanzar una humedad final del 4 %. Tras el proceso de secado, los subproductos se sometieron 

a un proceso de molienda y tamizado con el fin de obtener fracciones representativas con un 

tamaño de partícula reducido para aumentar la superficie de contacto y con ello, la eficacia de 

los procesos de extracción de compuestos bioactivos. El proceso de molienda aplicado fue por 

impacto y cizalla con un molino ultracentrífugo, lo que garantizó la reducción rápida pero 

cuidadosa de la granulometría de la muestra. El molino estaba dotado de un rotor de 12 dientes, 

así como de una batería de tamices anulares de separación con diferente abertura de malla, 

adecuados para materiales termosensibles. Las velocidades de trabajo del rotor oscilaron entre 

6.000 y 18.000 rpm. Las muestras tamizadas se almacenaron a -20 °C y en oscuridad hasta su 

uso. 

                         A) PROTOCOLO 1                                                                 B) PROTOCOLO 2   

Figura 16. Organización de la primera prueba del proceso de secado de los subproductos de brócoli. 
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2. Técnicas extractivas de compuestos bioactivos 

2.1 Extracción convencional (EC) 

La extracción de los compuestos bioactivos a partir de los subproductos de brócoli previamente 

triturados y deshidratados se llevó a cabo utilizando hojas y tallos por separado o en 

combinación, utilizando diferentes proporciones de estos subproductos: 1:1, 1:3 y 3:1, 

(hoja/tallo; p/p). Para ello, 100 mg de las diferentes proporciones de los subproductos se 

incubaron con metanol:Tris-HCl (50 mM, pH 7,5) (1:1; v/v) en un baño de hielo y en la oscuridad 

durante 20 min. Luego, se añadió cloroformo (1:1, v/v) y las muestras se centrifugaron a 15.000 

×g durante 5 min. La fase orgánica se recogió y se evaporó a 40 °C en un rotavapor 

(Rotavapor®100, Buchi). Finalmente, los extractos secos se disolvieron en 500 µL de etanol y se 

filtraron a través de filtros de jeringa de nylon de 0,2 µm y se almacenaron a -20 °C hasta su 

posterior análisis. El rendimiento de extracción (RE) se calculó como el porcentaje de masa total 

de extractos secos por gramo de materia prima extraída utilizada en los procedimientos de 

extracción (RE = (cantidad de extracto seco/cantidad de materia prima) x100). 

Los glucosinolatos se extrajeron siguiendo el protocolo de Hellin et al., 2016. Para ello, se 

utilizaron 200 mg de los subproductos homogeneizados y secos a los cuales se les adicionaron 

4,5 ml de metanol al 70 % y se incubaron a 73 °C en un baño de agua durante 20 min, agitando 

vigorosamente en un vórtex cada 5 min. Este paso permitió desnaturalizar la enzima mirosinasa 

para evitar la degradación de los glucosinolatos. A continuación, las muestras se enfriaron en un 

baño de hielo durante 5 min y transcurrido ese tiempo, se centrifugaron durante 15 min en una 

centrífuga Sorvall RC5B plus a 10.000 ×g y a 4 °C. Este proceso se realizó dos veces y finalmente, 

la fase metanólica se evaporó utilizando un speed-vac Syncore polivap Büchi (Suiza) a 40 °C 

durante 1 h a 240 rpm, para obtener un extracto seco. Finalmente, el extracto seco se 

resuspendió en 2 ml de agua desionizada. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su análisis.   

2.2 Extracción de compuestos hidrosolubles sin el uso de disolventes orgánicos  

La extracción de compuestos hidrosolubles sin el uso de disolventes orgánicos de los 

subproductos del brócoli se llevó a cabo a partir de 25 kg de subproducto de brócoli (hojas y 

tallos) en las instalaciones del CTC. Para ello, el material vegetal se homogeneizó con 100 litros 

de agua y posteriormente, la mezcla se calentó a 98 °C durante 1 h. Transcurrido ese tiempo, se 

realizó una separación sólido-líquido con un tamiz y se concentró el líquido a 60-65 °C y a –0,8 

bares hasta eliminar el 90 % de agua. Finalmente, el extracto concentrado se liofilizó para 

obtener un extracto seco que se conservó a -20 °C hasta su uso.  
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2.3 Extracción mediante fluidos supercríticos (SFE) 

La SFE se llevó a cabo en un sistema Waters Prep Supercritical Fluid Extraction (SFE-100Waters®, 

TharSFC, Thar Technologies, Inc., Pittsburgh, PA, EE.UU.) equipado con dos bombas P-50 (CO2 y 

co-solvente), dos intercambiadores de calor, un recipiente de extracción presurizado (100 ml), 

dos recipientes de recolección presurizados y tres reguladores de contrapresión automatizados, 

que permite trabajar con CO2 como fluido supercrítico en un rango amplio de presiones y 

temperaturas, así como modificar su polaridad con diferentes tipos de co-solventes. El sistema 

de SFE estaba conectado a un enfriador Accel 500 LC de Thermo Scientific Scientific (TharSFC, 

Thar Technologies, Inc., Pittsburgh, PA, EE. UU.).  

El subproducto de brócoli en polvo se cargó en el recipiente de extracción de la siguiente forma: 

se mezclaron 15 g de la muestra (hoja/tallo, 3:1) con arena de mar en una proporción 2:1, la 

válvula se taponó con lana de vidrio por la parte superior para prevenir la pérdida de muestra. 

Cada procedimiento se llevó a cabo en modo dinámico. Los extractos obtenidos se evaporaron 

en un rotavapor (Rotavapor®100, BÜCHI Labortechnik AG, Flawil, Suiza) a 35 °C y se mantuvieron 

a -20 °C. Los extractos secos se reconstituyeron en etanol a una concentración 1 mg ml-1 y se 

filtraron usando filtros de nylon de jeringa de 0,2 µm y se guardaron a -20 °C hasta su posterior 

análisis. El RE se calculó como se describe en la sección de extracción convencional 2.1. 

2.4 Extracción mediante fluidos presurizados (PLE) 

Con la finalidad de extraer los glucosinolatos característicos de las brásicas, se llevó a cabo el 

proceso de extracción mediante PLE a partir de los subproductos de brócoli NX. Esta técnica 

consiste en un proceso extractivo que emplea agua y sus mezclas hidro-alcohólicas como 

disolventes que se encuentran a condiciones de presión y temperatura inferiores a las de su 

punto crítico.  

Para ello, las extracciones se realizaron con un equipo extractor de líquidos presurizados Dionex 

ASE 350 (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, EE. UU.). Las celdas de extracción se componen de cuerpo 

de extracción y tapas. Cada tapa está equipada con una frita de acero inoxidable. Para llevar a 

cabo la extracción, se mezclaron de manera homogénea 2 g de subproducto seco de brócoli NX 

(fracción hoja/tallo, 3:1) con 4 g de arena y las muestras se cargaron en las celdas de extracción 

de acero inoxidable de 33 ml. Previamente, se colocó un filtro de celulosa en cada una de las 

tapas para evitar el paso de partículas en suspensión al vial de recolección A continuación, estas 

celdas fueron introducidas en un horno, selladas y sometida durante un tiempo determinado a 

la temperatura y presión establecidos para cada condición. Tras finalizar los ciclos de extracción, 
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los extractos obtenidos se enfriaron inmediatamente en hielo hasta alcanzar una temperatura 

de 20 a 25 °C. Posteriormente, los extractos se filtraron a través de un filtro de celulosa de 0,22 

µm y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 min a 4 °C en una centrífuga (Sorvall ST 16 R, 

Thermo Scientific, Leicestershire, Reino Unido). Finalmente, los sobrenadantes se evaporaron al 

vacío (13 kPa) a 35 °C hasta sequedad en un Speed-Vac Savant SC250EXP (Thermo Scientific, 

Leicestershire, Reino Unido). Los extractos resultantes se almacenaron a -20°C protegidos de la 

luz hasta su posterior análisis.  

Las condiciones de extracción PLE para la recuperación de glucosinolatos se aplicaron mediante 

metodología RSM con un diseño experimental CCD 23 (3 variables independientes y dos niveles) 

aplicado utilizando el software Statgraphics Centurion XVI. Como variables independientes, se 

fijaron temperatura (53 - 200 °C), porcentaje de etanol (5 -95 %) y tiempo de extracción (3 – 22 

min). La variable respuesta fue el contenido en glucosinolatos (µg g-1 de extracto). En total, se 

llevaron a cabo 16 experimentos en orden aleatorio. El RE se calculó como se describe en la 

sección 2.1 de Material y métodos. 

3. Cuantificación de compuestos bioactivos 

3.1 Fitoesteroles y α-tocoferol 

La identificación y cuantificación de fitoesteroles y α-tocoferol se basó en los espectros de masas 

obtenidos por cromatografía de gases (GC), utilizando un sistema Agilent Technologies 6890 

Network GS, equipado con un detector selectivo de masas (Agilent Technologies 5973) y una 

columna capilar de 30 m x 0,25 mm (Agilent 19091 S-433HP-5MS) como describe Sabater-Jara 

& Pedreño. (2013). La temperatura del horno se fijó inicialmente en 60 °C y se aumentó hasta 

310 °C a razón de 10 °C min-1. Se utilizó un caudal constante de 0,1 ml min-1 usando helio como 

gas portador. El rango de masas se controló desde m/z 50–800, con una energía de ionización 

de 70 eV. El volumen de inyección fue de 1,0 µl. La identificación de los diferentes fitoesteroles 

(campesterol y β-sitosterol) y α-tocoferol se confirmó comparando los espectros de masas 

experimentales obtenidos con los proporcionados por la base de datos de la biblioteca de 

espectros del NIST (coincidencia > 90 %). La concentración se estimó en base a una curva 

estándar utilizando los patrones correspondientes. Los datos se adquirieron y procesaron con el 

software Chemstation. 
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3.2 Clorofilas y carotenoides 

Tanto las clorofilas a y b como los carotenoides totales se determinaron usando un 

espectrofotómetro Jasco V-730 (Easton, MD, EE. UU.). Para ello, se midieron las absorbancias a 

664,2, 648,6 y 450 nm y se cuantificó el contenido de clorofilas a y b mediante las siguientes 

fórmulas indicadas en el protocolo de Sumanta et al. (2014): 

𝐶𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑎 𝑎 (𝜇𝑔 𝑚𝑙ˉ1) =  13,36 ∗  A₆₆₄͵₂ −  5,19 ∗  A₆₄₈͵₆ 

 
𝐶𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑎 𝑏  (𝜇𝑔 𝑚𝑙ˉ1) =  27,43 ∗ A₆₄₈͵₆ −  8,12 ∗  A₆₆₄͵₂ 

Siendo A la absorbancia a las diferentes longitudes de onda que se indican en el subíndice. 

La cuantificación de β-caroteno se llevó a cabo a partir de una recta de calibrado de este 

compuesto disuelto en etanol absoluto en un rango de concentración desde 1 hasta 80 μg ml-1 

y se midió la absorbancia a 450 nm. El contenido total de β-caroteno se calculó a partir de la 

regresión lineal de la recta de calibrado (R2 = 0,9992). 

3.3 Compuestos fenólicos 

Para la cuantificación de los compuestos fenólicos se usó el método de Folin-Ciocalteu (Singleton 

et al., 1999). Para ello, se tomaron 50 μl de los extractos etanólicos y se transfirieron a tubos de 

ensayo que contenían 750 µl de agua destilada. A continuación, se añadieron 50 μl de reactivo 

de Folin-Ciocalteu y transcurridos 3 min de incubación, se adicionaron 150 μl Na2CO3 al 20 % 

(p/v). Después de 2 h de reacción a temperatura ambiente, se determinó la absorbancia a 760 

nm usando un espectrofotómetro Jasco V-730 (Easton, MD, EE. UU.) y se comparó con una curva 

de calibrado realizada con ácido gálico con un rango de concentración de 0,01 a 10 µg ml-1 (y = 

0,0819x + 0,0004; R² = 0,999). El contenido de fenoles totales se expresó como equivalentes de 

ácido gálico (GAE) g-1 de extracto. Todos los análisis se llevaron a cabo por triplicado, frente a un 

blanco con etanol. 

3.4 Glucosinolatos 

La identificación y cuantificación de los glucosinolatos se llevó utilizando un sistema 

cromatográfico Agilent Series 1200 (Agilent Technologies) acoplado a un espectrómetro de 

masas triple cuadrupolo (MS/MS), con fuente de ionización por electrospray (ESI) operando en 

modo negativo, siguiendo la metodología descrita por Hellín et al (2016). Además, se utilizó N2 

como gas nebulizador a una presión de 60 psi y el flujo se ajustó a 13 l min-1. La temperatura y 

el voltaje del capilar se mantuvieron a 350 °C y 4 kV, respectivamente. La separación 
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cromatográfica se realizó en una columna Luna C18 (250 mm × 46 mm, tamaño de partícula de 

5 µm; Phenomenex, Macclesfield, Reino Unido) con una precolumna C18-ODS (4 mm × 30 mm) 

(Security Guard, Phenomenex, Macclesfield, Reino Unido). La fase móvil consistió en ácido 

trifluoroacético 0,1 % en agua (A) y ácido trifluoroacético 0,1 % en acetonitrilo (B) como 

disolventes. El flujo se mantuvo en 0,7 ml min-1 y el volumen de inyección fue de 20 µl. Los 

glucosinolatos se identificaron utilizando 4-hidroxi-glucobrasicina, 4-metoxi-glucobrasicina y 

neoglucobrasicina extraídas de semillas de colza certificadas (ERM BC367, Sigma Aldrich, 

Steinheim, Alemania) y glucobrasicina suministrada por Phytoplan Diehm & und Neuberger 

GmbH (Heidelberg, Alemania). Las transiciones MRM utilizadas para la identificación de cada 

uno de los compuestos fueron m/z 463→97 para 4-hidroxi-glucobrasicina, 447→97 para 

glucobrasicina y 477→97 para 4-metoxi-glucobrasicina y neoglucobrasicina. Todos los 

compuestos se cuantificaron usando el estándar externo de glucobrasicina.  

4. Determinación de la capacidad antioxidante de los extractos  

La capacidad antioxidante de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos procedentes 

de los subproductos de brócoli se evaluó analizando el efecto de los diferentes extractos 

etanólicos sobre el radical libre ABTS* mediante método de la capacidad antioxidante en 

equivalentes de Trolox (TEAC, por sus siglas en inglés) o método del ABTS. La actividad de las 

muestras sobre el ABTS* se midió espectrofotométricamente a 414 nm usando un 

espectrofotómetro Jasco V-730 (Easton, MD, EE. UU.). El medio de reacción contenía 2 mM 

ABTS*, 45 μM H2O2, 330 ng ml-1 de peroxidasa de rábano (HRP VI) y 12 mM tampón acetato 

sódico a pH 5,0. Tras la generación del radical ABTS+* por el sistema H2O2/HRP, se añadieron 10 

μl de extracto, siguiendo la reacción a 414 nm después de 24 h de incubación a 20 °C en 

oscuridad. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron 

como mg equivalentes de Trolox g-1 de extracto realizando para ello, una recta de calibrado con 

el antioxidante de referencia, Trolox.  

5. Ensayos de bioactividad de los extractos en cultivos celulares humanos 

5.1 Líneas celulares y condiciones de cultivo 

Para la evaluación de las capacidades tecnológicas para su aplicación como ingrediente 

nutracéutico y cosmético, la eficacia de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos 

procedentes de los subproductos de brócoli se determinó sobre dos líneas celulares humanas: 
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• línea celular de queratinocitos humanos no cancerosos (HaCaT) (CLS Cell Lines Service, 

300493), una línea de queratinocitos inmortales aneuploides transformados 

espontáneamente que crecen en monocapa procedentes de piel de un varón caucásico de 

62 años. Se trata de una línea no tumoral que posee una alta capacidad de proliferación in 

vitro por lo que se ha usado ampliamente como modelo celular para el estudio de diferentes 

patologías relacionadas con la piel (Colombo et al., 2017). Esta línea celular se mantuvo en 

medio DMEM (Medio de Eagle modificado por Dulbecco) suplementado con 4,5 g l-1 de 

glucosa, 2 mM de L-glutamina, 10 % de suero bovino fetal (SBF) y rojo fenol como indicador 

de pH. 

Para el subcultivo de esta línea celular primero se retiró el medio de cultivo viejo con las 

células muertas que pudiera contener y se lavó la capa de células con 5 ml de PBS (tampón 

fosfato salino) para eliminar cualquier célula muerta que hubiera quedado. A continuación, 

se retiró el PBS y se añadió 3 ml de EDTA 0,05 % al frasco y se mantuvo en incubación a 37 

°C durante 10 min o hasta que las células comenzaron a redondearse. Tras ese tiempo, se 

retiró el EDTA y se sustituyó por 3 ml de Tripsina/EDTA al 0,05 %/0,025 % y tras 1-2 min las 

células comenzaron a despegarse. Una vez despegadas la tripsinización se detuvo añadiendo 

5 ml de medio completo (que contenía α1-antitripsina). Para el mantenimiento de la línea, 

el subcultivo se realizó a razón de 1:10, y para los ensayos, las células despegadas se 

recogieron en un tubo estéril para continuar con la centrifugación a 300 g durante 3 min. 

• línea celular de fibroblastos de colon humano no cancerosos (CCD-18Co) (ATCC® 

CRL1459™), suministrada por el Servicio de Cultivos de tejidos del Área Científica y Técnica 

de Investigación (ACTI) de la Universidad de Murcia. Esta línea celular se aisló por primera 

vez de tejido sano de colon de una niña afroamericana de 2,5 meses. Se trata de una línea 

finita que crece de forma adherente hasta que las células alcanzan el nivel de duplicación 

de la población 42 o PDL 42 (por sus siglas en inglés Population Doubling Level), a partir del 

cual empieza a presentar senescencia. El PDL se determinó a partir de la siguiente fórmula: 

𝑃𝐷𝐿 = 3,32(𝑙𝑜𝑔𝑁𝐹 − 𝑙𝑜𝑔𝑁𝐼) + 𝑋 

siendo NF, número final de células, o células que se recogen; NI, número inicial de células 

que se siembran y X, el número de PDL del que se parte al realizar la siembra. La línea celular 

CCD-18Co se mantuvo en medio EMEM (Medio Esencial Mínimo de Eagle) suplementado 

con un 10% de SBF y rojo fenol. 

Para el subcultivo de la línea celular de colon, una vez las células alcanzaron la confluencia 

adecuada (80-90 %) se les eliminó el medio viejo con las posibles células muertas que 
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estuvieran en suspensión y la monocapa de fibroblastos se lavó con unos 5 ml de PBS. A 

continuación, se retiró el PBS y se añadió 3 ml de Tripsina/EDTA 0,25 %/0,02 % y se 

incubaron las células durante unos 5 min hasta que las células se despegaron. En ese 

momento se detuvo la tripsinización con medio completo EMEM con suero (que contiene 

α1-antitripsina). Los subcultivos rutinarios para el mantenimiento de la línea se realizaban a 

razón de 1:2 o 1:3. Para la siembra de ensayos se recogieron las células y se centrifugaron a 

125 g durante 5 min.  

Ambas líneas celulares se mantuvieron en un incubador Thermo Scientific™ Forma™ Steri-Cult™ 

CO2 Incubator (Thermo-Fischer Scientific, Wilmington, Delawar, EE. UU.) a 37 °C en frascos de 

cultivo de 75 cm2 (Nunc, Roskilde, Dinamarca) adherentes y ventilados que permitían el paso 

CO2 al interior y en una atmósfera que contenía el 5 % de CO2 y 95 % de humedad relativa. El 

medio de cultivo, que contenía rojo fenol, se les renovaba cada 3-4 días, aproximadamente. 

El subcultivo se realizó en el momento en el que las células alcanzaban entre un 80 y un 90 % de 

la confluencia, siguiendo para ello los pasos indicados por el distribuidor de cada una de las 

líneas. Una vez despegadas del frasco las células eran centrifugadas y resuspendidas 

posteriormente en medio sin rojo fenol y se contaban para determinar el número de células 

totales recogidas, así como el porcentaje de viabilidad. Para ello se preparó una dilución 1:1 de 

la suspensión celular y de colorante azul de tripano (que tiñe de color azul las células muertas). 

De esta mezcla se tomó una alícuota de 10 µl para realizar el contaje en un contador celular 

automático TC10™ (Bio- Rad; Hercules, EE. UU.). Tras el recuento, la siembra se realizó en los 

frascos descritos anteriormente, en el caso de mantenimiento de la línea, o en las placas 

correspondientes de 96, 24 o 6 pocillos, dependiendo del tipo de ensayo a realizar. Toda la 

manipulación de las células se llevó a cabo en la cabina de flujo laminar. 

5.2 Caracterización del crecimiento de las líneas celulares  

Para la caracterización del crecimiento de las líneas celulares, en el caso de la línea celular 

HaCaT, puesto que no existían ensayos previos sobre el crecimiento de esta línea celular, se llevó 

a cabo un estudio temporal durante 24, 48, 72, 96 y 120 h utilizando diferentes densidades 

celulares de siembra (12.800, 6.400, 3.200, 1.600, 800 y 400 células por pocillo) tomando como 

punto de partida la densidad celular de siembra óptima recomendada por el fabricante (1x10⁴ 

células cm-2, equivalente a 3.200 células por pocillo en el caso de las placas de 96 pocillos). Se 

sembraron 10 réplicas por cada densidad y tantas placas como puntos temporales se estudiaron.  
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Una vez se realizaron las curvas de crecimiento de la línea celular HaCaT, se calculó el tiempo de 

duplicación y la velocidad máxima de crecimiento de la línea según los resultados obtenidos de 

las curvas a partir de diferentes inóculos. Para estos cálculos se escogieron los datos obtenidos 

de la fase de crecimiento exponencial de cada una de las curvas y se usaron para ello las 

siguientes ecuaciones: 

𝑇𝐷 =  
𝐿𝑛2

𝜇
 

𝜇 =
𝐿𝑛(𝑋𝑓 𝑋𝑖)⁄

𝑡
 

Siendo: 

TD: tiempo de duplicación (d); μ: velocidad máxima (d-1); Xf: número de células final; Xi: 

número de células inicial; t: tiempo (d).  

Para la línea de colon (CCD-18Co), las células se sembraron a una densidad de entre 

aproximadamente 3.000 y 6.000 células cm-2 en medio EMEM durante el tiempo requerido para 

cada tipo de ensayo. La caracterización del crecimiento se llevó a cabo en placas de 

microtitulación de 96 pocillos y una vez sembradas se mantuvieron en oscuridad en un 

incubador a 37 °C y 5% CO2.  

5.3 Ensayos de viabilidad celular 

La determinación de la viabilidad de las células HaCaT y CCD-18Co se llevó a cabo mediante el 

ensayo del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio) modificado por 

Denizot & Lang (1986). Se trata de un método colorimétrico que mide cuantitativamente la 

actividad metabólica de las células viables. Mediante este ensayo, la sal de tetrazolio (MTT), de 

color amarillo e hidrofílica, es reducida a un compuesto hidrofóbico, el formazano ((E,Z)-5-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano), de color violeta (Figura 17), por acción de las 

oxidorreductasas mitocondriales de las células metabólicamente activas. 
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Figura 17. Conversión del MTT en formazano por medio de las oxidorreductasas presentes en las 

mitocondrias. 

Para realizar el ensayo de MTT, primero se realizó la siembra de cada una de las líneas celulares 

y se dejaron en incubación durante 24 h para conseguir la adherencia de las células a la base de 

los pocillos y que comenzara la fase de crecimiento. Tras ese tiempo, las células se expusieron a 

los extractos/agentes objeto de estudio. Transcurrido el tiempo de incubación con los 

extractos/agentes a estudiar, o bien el tiempo necesario para la realización de las curvas de 

crecimiento, se retiró todo el medio de cultivo de cada pocillo y se sustituyó por 200 µl de una 

solución de MTT (1 mg ml-1) preparada en medio de cultivo base DMEM/EMEM sin rojo fenol y 

sin SBF, para la línea celular HaCaT y CCD-18Co, respectivamente. Transcurridas 4 h se retiró la 

solución de MTT y las sales de formazano violetas formadas debido a la reducción del MTT se 

disolvieron en 100 µl de dimetilsulfóxido (DMSO). Tras 5 min de suave agitación se midió la 

absorbancia con un lector de placas Omega FluoSTAR (BMG Labtech, Ortenberg, Alemania) a 

570 nm (realizando una corrección a 690 nm). La viabilidad celular se determinó mediante la 

siguiente fórmula: 

Viabilidad celular =
(𝐴𝑏𝑠 570 𝑛𝑚 − 𝐴𝑏𝑠 690 𝑛𝑚) 𝑒𝑛𝑠𝑎𝑦𝑜𝑠

(𝐴𝑏𝑠 570 𝑛𝑚 − 𝐴𝑏𝑠 690 𝑛𝑚)𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 𝑥 100 

5.3.1 Ensayos de citotoxicidad de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos 

Para la línea celular HaCaT se comprobó el efecto citotóxico de los extractos enriquecidos en 

compuestos bioactivos obtenidos mediante SFE y PLE. Como paso previo para la evaluación de 

la citotoxicidad de los extractos SFE enriquecidos en compuestos bioactivos sobre la línea celular 

HaCaT, estos se resuspendieron en DMSO ya que se trata de un disolvente orgánico 

ampliamente usado en estudios con cultivos celulares a diferencia del etanol, disolvente 

utilizado para la cuantificación de los compuestos bioactivos del extracto. Por ello, en primer 
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lugar, se realizó un estudio temporal durante 12, 24 y 48 h de la citotoxicidad de diferentes 

concentraciones de DMSO (0,1, 0,25, 0,5 y 1%). Para ello, se sembraron 3 placas (cada una 

correspondiente con un punto temporal, en este caso 12, 24 y 48 h) de 96 pocillos con una 

concentración celular de 5.000 células por pocillo. Tras 24 h desde la siembra, una vez que las 

células estaban adheridas a la placa y en fase de crecimiento, se adicionó DMSO a diferentes 

concentraciones con 6 réplicas por cada concentración, además del control con el medio de 

cultivo y se mantuvieron en oscuridad en un incubador a 37 °C y 5 % CO2. Trascurridos los 

tiempos de incubación indicados, se llevó a cabo la determinación de la viabilidad celular en 

presencia del DMSO mediante el ensayo del MTT. Una vez determinada la concentración mínima 

de DMSO que afectaba significativamente a la viabilidad celular se procedió a evaluar la 

citotoxicidad del extracto enriquecido en compuestos bioactivos obtenidos mediante SFE. Así, 

trascurridas 24 h desde la siembra, se adicionaron diferentes concentraciones de extracto SFE 

disueltos en DMSO (0,1, 0,5, 1, 5, 10, 50, 100 y 200 µg extracto ml-1). 

Por otro lado, se determinó la citotoxicidad de los extractos enriquecidos en glucosinolatos 

obtenidos mediante PLE en la línea celular CCD-18Co de fibroblastos de colon. Para ello, se 

sembraron 2.000 células por pocillo y se incubaron durante 24 h para que las células se 

adhirieran a la base de los pocillos y comenzaran a proliferar. Trascurrido ese tiempo, se 

adicionaron diferentes concentraciones del extracto PLE (0,1, 1, 10, 50, 100, 200, 500, 1.000 y 

2.000 µg extracto ml-1). 

Tanto las células HaCaT (expuestas al extracto SFE) como las CCD-18Co (expuestas al extracto 

PLE) se mantuvieron durante 12, 24 y 48 h en oscuridad en un incubador a 37°C y 5% CO2 y 

transcurrido este tiempo, se reemplazó el medio de cultivo por la solución de MTT (1 mg ml-1) y 

se llevó a cabo el protocolo de viabilidad celular. 

5.3.2 Evaluación del efecto fotoprotector de los extractos procedentes de subproductos de 

brócoli 

Con el fin de evaluar el efecto fotoprotector de los extractos procedentes de los subproductos 

de brócoli, en primer lugar, se determinó el efecto citotóxico de la luz UV-B sobre la monocapa 

de queratinocitos. Para ello, las células HaCaT se sembraron en placas de 96 pocillos a razón de 

5.000 células por pocillo durante 24 h y seguidamente se reemplazó el medio de cultivo por una 

fina capa de PBS. A continuación, las células se irradiaron con diferentes dosis de luz UV-B (25, 

50, 100, 500 y 1.000 mJ cm-2), usando para ello un Crosslinker Bio-Link BLX (Vilber Louvert 

Biolink. Eberhardzell, Alemania) equipado con una lámpara UV-B con un máximo de emisión a 
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312 nm, además de un control sin irradiar. El tiempo del tratamiento varió para proporcionar las 

dosis específicas de luz UV-B. Una vez irradiadas las células, se eliminó el PBS y se añadió medio 

DMEM completo a los pocillos. A continuación, las células se incubaron durante 24 h más, antes 

de proceder a determinar la viabilidad celular mediante el ensayo del MTT.  

La dosis inhibidora del 50 % del crecimiento celular (IC50) se determinó a partir del porcentaje 

de viabilidad celular (en comparación con el control) frente a diferentes dosis específicas de luz 

UV-B.  

Una vez determinada la dosis de luz UV-B que redujo la viabilidad celular en más del 50 %, se 

evaluó el efecto fotoprotector de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos 

obtenidos mediante SFE a partir de los subproductos de brócoli de la variedad Naxos (SFE-NX). 

Para ello, se sembraron 5.000 células por pocillo durante 24 h y trascurrido ese tiempo, se 

adicionaron diferentes concentraciones de extractos (0, 0,1, 1 y 10 µg extracto ml-1) utilizando 

quercetina como control positivo (30 µg ml-1). Tras 24 h de incubación en presencia de los 

extractos, el medio de cultivo se descartó y se reemplazó por una fina capa de PBS y 

seguidamente las células se irradiaron con luz UV-B (50 mJ cm-2). Tras esto, se sustituyó de nuevo 

el PBS por medio DMEM completo y se mantuvieron en cultivo 24 h más, transcurrido este 

tiempo se les determinó la viabilidad con el ensayo de MTT. 

5.3.3 Evaluación del efecto protector de extracto enriquecido en glucosinolatos 

Con la finalidad de evaluar el efecto protector del extracto enriquecido en glucosinolatos 

obtenido mediante PLE, sobre la línea celular de fibroblastos de colon (CCD-18Co), en primer 

lugar, las células se expusieron al agente inflamatorio LPS para determinar la dosis y el tiempo 

de exposición al LPS que afectaba a la viabilidad celular. Para ello, se sembraron 2.000 células 

por pocillo en placas de 96 pocillos y se incubaron durante 24 h. Tras este tiempo se adicionaron 

diferentes concentraciones de LPS (1, 2 y 10 µg ml-1), disuelto en PBS estéril, y las células se 

mantuvieron en cultivo durante 12, 24 y 48 h. Transcurrido el tiempo correspondiente, se 

determinó la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT descrito en el apartado 5.2.  

Una vez determinado el efecto del LPS sobre la viabilidad celular, al no causar este compuesto 

diferencias significativas en la viabilidad de las células, se procedió a comprobar el efecto 

protector de los extractos SFE-NX frente a la producción de ROS en presencia de LPS. Las células 

se sembraron a razón de 3.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos y tras 24 h de 

incubación se pretrataron durante otras 24 h, con diferentes concentraciones del extracto 
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enriquecido en glucosinolatos obtenido mediante PLE a partir de los subproductos de brócoli de 

la variedad Naxos (PLE-NX) (1, 10, 50, 200, 500, 1.000 µg extracto ml-1). Tras la exposición, se les 

eliminó el medio con los extractos antes de exponerlas al LPS (2 µg ml-1) durante 4 h. Una vez 

pasado ese tiempo, el medio se sustituyó por una solución de DHCF-DA a 10 µM preparada en 

medio de cultivo EMEM y se incubaron en oscuridad durante 30 min. Tras la incubación se 

eliminó la sonda lavando dos veces con tampón PBS y se midió la fluorescencia de las células 

como se indica posteriormente en el apartado 5.5. 

5.4 Ensayo de migración celular 

Para comprobar el posible efecto reparador del extracto SFE-NX y PLE-NX sobre la barrera de 

queratinocitos de piel dañados por heridas, se procedió a realizar un ensayo de migración 

celular. Para ello, las células HaCaT se sembraron a razón de 50.000 células por pocillo en placas 

de 24 pocillos, y se mantuvieron en medio DEMEM en un incubador a 37 °C y 5 % de CO2 hasta 

que alcanzaron una confluencia del 90 %. Una vez formada la monocapa uniforme de 

queratinocitos, las células se pretrataron con diferentes concentraciones de extracto SFE-NX 

(0,1, 1, 10 y 50 μg ml-1) o PLE-NX (1, 10, 100 y 500 μg ml-1) y se mantuvieron en las mismas 

condiciones de incubación durante 24 h. Se usó quercetina (30 μg ml-1) como control positivo. 

Tras este tiempo, se le realizó a cada monocapa de células una herida en línea recta utilizando 

un agente punzante estéril. Tras la realización de la herida, las células se lavaron con PBS para 

eliminar las células desprendidas y el medio con los extractos, se volvió a añadir medio DMEM 

completo y se mantuvieron en incubación durante 48 h. Durante ese tiempo se realizó un 

seguimiento fotográfico del avance del cierre de la herida a las 0, 6, 24 y 48 h usando un 

Microscopio Invertido Zeiss Axio Observer 7 (Oberkochen, Alemania) para comprobar la 

velocidad de migración de las células hasta que la herida quedó completamente cerrada. El área 

de la herida se determinó trazando una línea a lo largo del borde de la herida con el software 

ImageJ (Bethesda, MD) y el porcentaje de curación de la herida y la velocidad de cicatrización se 

determinó usando las siguientes ecuaciones: 

 𝐶𝑢𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 ℎ𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎 (%) = 
Á𝑟𝑒𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑇0) −  Á𝑟𝑒𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑇𝑥)

Á𝑟𝑒𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑇0)
 𝑥 100 

 

𝑉𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑖𝑒𝑟𝑟𝑒 (𝑚𝑚2 ℎˉ1) =
Á𝑟𝑒𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑇0) −  Á𝑟𝑒𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑇𝑥)

𝐻𝑜𝑟𝑎𝑠 (𝑇𝑥)
 

Cada concentración, así como cada ensayo se realizó por duplicado y se tomaron imágenes de 

dos campos diferentes de cada pocillo.  
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5.5 Determinación de la producción intracelular de especies reactivas de oxígeno 

La producción de ROS intracelular se evaluó utilizando la sonda diacetato de 2',7'-

diclorofluoresceína (DCF-DA) (Molecular Probes, Eugene, Oregón, EE. UU.). Esta sonda no 

presenta fluorescencia por sí misma y es permeable a la membrana celular. Una vez en el interior 

de la célula, la sonda es des-esterificada y se convierte en 2’,7’-diclorofluoresceína, por acción 

de las ROS, que es altamente fluorescente (Figura 18). 

Figura 18. Conversión de la sonda no fluorescente diacetato de 2',7'-diclorofluoresceína a 2',7'-

diclorofluoresceína, que sí presenta fluorescencia, por la acción de las ROS intracelulares.  

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (5.000 y 3.000 células por pocillo de las células 

HaCaT y CCD-18Co, respectivamente) y tras las primeras 24 h de incubación, se expusieron 

durante otras 24 h a diferentes concentraciones de los extractos SEF-NX (0,1, 0,5, 1, 5, 10 y 50 

µg ml-1) y PLE-NX (1, 10, 50, 200, 500 y 1.000 µg ml-1) para las células HaCaT y CCD-18Co, 

respectivamente. Se usó quercetina (30 µg ml-1) como control positivo. Tras ese tiempo se les 

eliminó el medio que contenía los extractos y se sometieron a luz UV-B (50mJ cm-2) en el caso 

de las células HaCaT, siguiendo la metodología descrita descrito en el apartado 5.3.2 y a la 

exposición a LPS (2 µg ml-1 durante 4 h) para las CCD-18Co según se describe en el apartado 

5.3.3. Inmediatamente, tras la exposición a los estreses (luz UV-B y LPS), el medio se sustituyó 

por una solución de DHCF-DA a 10 µM preparada en el medio correspondiente para cada línea 

celular (DMEM (HaCaT) y EMEM (CCD-18Co)) y se incubaron durante 30 min en oscuridad. Tras 

la incubación, la sonda se eliminó lavando dos veces las células con tampón PBS y a continuación, 

se midió la fluorescencia de las células utilizando un lector de placas Omega FluoSTAR (BMG 

Labtech, Ortenberg, Alemania), tomando como longitud de onda de excitación de la sonda 485 

nm y 520 nm de emisión. El porcentaje de fluorescencia con respecto al control se determinó 

siguiendo la siguiente fórmula: 



Material y métodos 

64 

% 𝑑𝑒 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 =  
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠

𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 𝑥 100 

Las unidades relativas de fluorescencia (RFU) se analizaron con el software MARS y se 

normalizaron con respecto a la viabilidad de las células en presencia de los extractos/agentes 

correspondientes.  

5.6 Determinación de la expresión de genes relacionados con la inflamación 

5.6.1 Aislamiento y purificación de ARN celular 

Para la determinación de la expresión relativa de los genes implicados en la respuesta 

inflamatoria se usaron las líneas celulares HaCaT y CCD-18Co sometidas a los agentes causantes 

de inflamación, luz UV-B para células de queratinocitos y el LPS para las de colon. Para ello, las 

células de queratinocitos (HaCaT) y los fibroblastos de colon (CCD-18Co) se sembraron en placas 

de 6 pocillos a razón de 100.000 y 90.000 células/pocillo, respectivamente, y tras 48 h de 

incubación se sometieron a un pre-tratamiento de 24 h con diferentes concentraciones de los 

extractos: 0,1, 1, 10 y 50 µg extracto SFE-NX ml-1 para HaCaT y 0,1, 1, 10, 50 y 200 µg extracto 

PLE-NX ml-1 para CCD-18Co. Tras el pre-tratamiento con el extracto SFE-NX, las células HaCaT se 

irradiaron con luz UV-B (50 mJ cm-2), mientras que las células CCD-18Co se expusieron durante 

4 h a 10 µg ml-1 de LPS. Posteriormente, las células (tanto HaCaT como CCD-18Co) se 

mantuvieron en incubación en las condiciones anteriormente descritas durante 2, 8, 14 y 24 h. 

Trascurrido este tiempo, se les retiró el medio de cultivo y las células se lisaron para la obtención 

del ARN usando para ello el kit de extracción y purificación RNEasy MiniKit (Qiagen, Hilden, 

Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez lisadas las células y extraído el 

ARN, las muestras se congelaron en N2 líquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Además, 

para la eliminación de posibles restos de ADN genómico que interfirieran en la reacción, las 

muestras se sometieron a un tratamiento con DNasa, utilizando el kit RNase-Free DNase Set 

(Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

5.6.2 Cuantificación y comprobación de la pureza del ARN extraído 

La cantidad del ARN extraído se determinó usando un espectrofotómetro NanoDrop ND-2000 

(Thermo-Fischer Scientific, Wilmington, Delaware, EE. UU.). Posteriormente, una vez conocida 

la cantidad de ARN, la migración del gel se realizó en agarosa al 1,5% que contenía 3 µl de 

RedSafe (iNtRON Biotechnology, Corea del Sur) para la visualización de las dos bandas típicas 

del ARN total, aplicando una corriente de 120 V durante 30 min con una fuente BioRad™, a 
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temperatura ambiente y tras ese tiempo, las bandas se visualizaron en un transiluminador 

Syngene (Cambridge, Reino Unido) comprobando así, la calidad del ARN extraído. 

5.6.3 Síntesis de ADNc 

A partir de 1 µg de ARN extraído y purificado de los dos tipos de células HaCaT y CCD-18Co se 

llevó a cabo la síntesis del ADNc mediante una reacción de transcripción reversa, usando el kit 

RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, 

EE.UU.) que contenía el tampón de reacción (50 mM de Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM de KCl, 4 mM 

de MgCl2, 10 mM de DTT), 5 µM de Oligo(dT)18 Primer, 20 U de inhibidor de RNasa, 1 mM de 

dNTP y 200 U de retrotranscriptasa, siguiendo para ello las instrucciones del fabricante. La 

reacción se incubó durante 1 hora a 42 °C, terminándose la reacción incubando 5 min a 70 °C en 

un termociclador Mastercycler gradient de Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Una 

vez sintetizado el ADNc, las muestras se mantuvieron a -80 °C hasta el momento de su 

utilización. 

5.6.4 Análisis con PCR cuantitativa en tiempo real  

El estudio de la expresión diferencial de los genes que codifican para algunos de los factores 

proinflamatorios que se producen en la respuesta a estreses como la luz UV-B o la presencia de 

LPS se realizó mediante ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR, QuantStudioTM 5 

Flex, Applied Biosystems) y el colorante SYBR Green. Las reacciones se llevaron a cabo en un 

volumen final de 10 μl que contenía 5 μl de 2X Power SYBR Green PCR Master Mix (incluyendo 

AmpliTaq Gold ADN polimerasa-LD, dNTPs y el colorante SYBR Green), 51 nM de cebadores 

específicos (Tabla 2) y 33 ng de ADNc en placas de 96 pocillos Fast-PCR (Applied Biosystems, 

Waltham, Massachusetts, EE.UU.). Todas las muestras se analizaron por triplicado. Las 

condiciones de la amplificación fueron 2 min a 50 °C seguidos de 10 min a 95 °C para la activación 

de la polimerasa seguidos de 40 ciclos de amplificación compuestos por 15 s a 95 °C para la 

desnaturalización seguidos de 1 min a 60 °C en donde tuvo lugar la hibridación y extensión de 

las hebras de ADN.  

Las secuencias de los cebadores utilizados para el análisis por qRT-PCR se diseñaron con la 

herramienta online PrimerQuest™ Tool, excepto en el caso del gen GAPDH, cuya secuencia fue 

descrita por Zhou et al. (2013). La eficiencia de cada par de cebadores se analizó para comprobar 

la especificidad de cada reacción de amplificación utilizando diluciones seriadas del ADNc. Todos 

los genes usados mostraron una eficiencia ≥ 0,8. Los valores de la expresión relativa de los genes 

analizados se normalizaron con respecto al gen GAPDH, (usado como gen de referencia). Los 



Material y métodos 

66 

niveles de expresión de los genes IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α y COX-2 se determinaron tras 2, 8, 14 y 

24 h de exposición a la luz UV-B o LPS en las líneas celulares HaCaT y CCD-18Co, respectivamente, 

y en presencia o ausencia de un pre-tratamiento con los extractos SFE-NX y PLE-NX.  

Tabla 2. Pares de cebadores utilizados para qRT-PCR en cultivos celulares de HaCaT y CCD-18Co. IL-1β: 

Interleucina 1β; IL-6: Interleucina 6; IL-8: Interleucina 8; TNF-α: Factor de necrosis tumoral α; COX-2: 

Ciclooxigenasa 2 y GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. 

6. Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos obtenidos de los diferentes experimentos se realizó con el 

software SPSS, versión 22.0 (SPSS Science; Chicago, EE. UU.). Todos los valores mostrados se 

corresponden con las medias ± la desviación estándar (DE) de varias réplicas independientes. 

Los resultados se evaluaron mediante la prueba de varianza (ANOVA) y las diferencias 

significativas se determinaron mediante la prueba de la t de Student, considerándose las 

diferencias estadísticamente significativas cuando p < 0,05. Los resultados se agruparon según 

la prueba de Tukey.
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1. Antecedentes y objetivos 

En los últimos años, numerosos estudios han explorado el uso de subproductos vegetales como 

fuente de compuestos bioactivos valiosos con potencial aplicación para el tratamiento y 

prevención de enfermedades humanas (Coman et al., 2020). Estos compuestos bioactivos 

derivan del metabolismo secundario de las plantas y se sintetizan en pequeñas cantidades en 

comparación con otros metabolitos que las plantas necesitan para mantener su crecimiento y 

desarrollo. Estos metabolitos secundarios o especializados que son utilizados por las plantas en 

los mecanismos de defensa contra el estrés ambiental así como para combatir las infecciones 

por microorganismos, el ataque de otros seres vivos y para hacer frente a otras plantas 

competidoras, poseen propiedades biológicas que pueden ejercer efectos beneficiosos sobre la 

salud de los consumidores (Hooper & Cassidi, 2006; Ares et al., 2013). Entre los principales 

componentes de interés presentes en los subproductos del brócoli se encuentran los 

glucosinolatos y los compuestos fenólicos (especialmente flavonoides y ácidos 

hidroxicinámicos), así como los carotenoides, esteroles, vitamina C, fibra y elementos minerales, 

que resultan esenciales para la salud humana (López-Berenguer et al., 2009; Martínez-Ballesta 

et al., 2010; Arnáiz et al., 2012). 

Hoy en día, el mercado de los productos naturales está creciendo, en parte, por la alta calidad 

de las formulaciones, que atrae a los consumidores y porque la sociedad es consciente de la 

importancia del desarrollo sostenible y la protección del medio ambiente. En este contexto, 

existe un interés creciente por recuperar compuestos bioactivos a partir de subproductos 

vegetales ecológicos, no solo para reducir el impacto ambiental de los residuos y los costes que 

conlleva su tratamiento (Hwang & Lim, 2015; Ferreira et al., 2018), sino también para 

convertirlos en una fuente especialmente valiosa de extractos para su uso en diferentes 

industrias, debido a la ausencia de plaguicidas y otros productos químicos potencialmente 

tóxicos (Liu et al., 2018). En este sentido, los subproductos del brócoli pueden constituir una 

valiosa fuente de compuestos beneficiosos para la salud con posible aplicación en la industria 

cosmética y nutraceútica debido principalmente al efecto antioxidante que poseen estos 

fitoquímicos (Barbulova et al., 2015; Selvamuthukumaran & Shi, 2017). Por lo tanto, la demanda 

de productos naturales ultrapuros y de alto valor está redirigiendo los esfuerzos de las industrias 

alimentarias hacia el desarrollo de nuevos métodos de extracción verde que preserven la calidad 

y cantidad de compuestos bioactivos sin generar un impacto ambiental negativo (Wijngaard et 

al., 2012; Banerjee et al., 2017). 
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De esta manera, en los últimos años, cada vez más, la mayoría de los estudios han ido 

evolucionando hacia la utilización de métodos de extracción más respetuosos con el medio 

ambiente, por lo que se han ido introduciendo técnicas de extracción nuevas y prometedoras 

como son la SFE y PLE, las cuales se ha demostrado que superan muchas de las limitaciones de 

las técnicas de EC, evitando el uso de solventes orgánicos potencialmente tóxicos, obteniendo 

así ingredientes funcionales y nutracéuticos de diferentes fuentes vegetales (da Silva et al., 

2016). Otras ventajas incluyen tiempos de extracción más cortos, mayores rendimientos, el uso 

de solventes seguros y respetuosos con el medio ambiente y poco o ningún residuo de solvente, 

lo que hace que estos métodos sean adecuados para el procesamiento de alimentos 

termolábiles. Además, estas tecnologías de extracción “verdes” no inducen oxidación ni 

degradación, se reducen los costes de los disolventes y su almacenamiento y se pueden obtener 

compuestos bioactivos específicos regulando el disolvente, la temperatura y la presión (De Melo 

et al., 2014). Por tanto, estas tecnologías de extracción se consideran de especial utilidad ya que 

permiten la obtención de compuestos bioactivos con diferentes características de forma 

separada a partir de una misma biomasa vegetal. 

Con estos antecedentes y para el desarrollo de este capítulo se utilizaron subproductos de 

brócoli de los cultivares Parthenon (PT) y Naxos (NX) para desarrollar un sistema de producción 

sostenible de ingredientes bioactivos apostando por la valorización de estos subproductos 

mediante el empleo de tecnologías limpias, por lo que los objetivos generales que se plantean 

son los siguientes: 

1. establecimiento de las condiciones óptimas de cultivo del brócoli en campo y de los 

subproductos originados tras la recolección del material cosechado. 

2. optimización de las metodologías de extracción de los compuestos bioactivos que 

ejercen un efecto beneficioso para la salud humana. 
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2. Preparación y acondicionamiento de los subproductos de brócoli para la 

extracción de sus compuestos bioactivos 

2.1 Recolección de muestras 

Los técnicos de la empresa Agrícola Santa Eulalia S.L. en Totana (Murcia, España) cultivaron 

plantas de brócoli (Brassica oleracea var. italica) de los cultivares PT y NX en los terrenos que la 

empresa posee en la finca El Pastillero de Alhama de Murcia (Tabla 3). Transcurridos 4 meses 

desde la plantación de cada una de las variedades, se procedió a recolectar el subproducto 

generado (hojas y tallos), una vez recogidas las pellas destinadas al consumo humano. La Tabla 

3 muestra el número de hectáreas cultivadas, así como los kg de producto cosechado destinado 

a consumo y la cantidad de subproducto generado. Una vez recogidos los subproductos, estos 

se depositaron en cajas de corcho especialmente diseñadas para el transporte de material 

destinado a alimentación. Los subproductos empaquetados se enviaron al CTC en camiones 

refrigerados para mantener las condiciones del producto. Una vez en el CTC, los subproductos 

se conservaron a 8 °C en cámaras refrigeradas. 

Tabla 3. Datos sobre las hectáreas cultivadas, los kilogramos de brócoli cosechados y de los subproductos 

recogidos. 

2.2 Optimización del proceso de secado de las muestras 

La optimización del proceso de deshidratación de los subproductos de brócoli se llevó a cabo 

con el cultivar PT. Para ello, una vez recolectado el subproducto en la empresa Agrícola Santa 

Eulalia, este material se transportó en camiones refrigerados hasta el CTC, donde tuvo lugar la 

optimización del proceso de deshidratación. La finalidad del secado de las muestras fue la 

obtención de un producto con un bajo contenido en humedad y cuyas condiciones higiénicas 

fueran las aceptables para su uso como materia prima en los procesos de extracción de 

diferentes compuestos de interés que finalmente se pretenden usar en aplicaciones 

alimentarias, nutracéuticas y cosméticas.  

Para optimizar el proceso de secado de los subproductos se ensayaron dos protocolos diferentes 

además de la molienda de los tallos y hojas de brócoli. La diferencia entre los dos protocolos 

radica en el orden de los procesos llevados a cabo. El primer protocolo de deshidratación 

consistió en un primer paso de secado de hojas y tallos por separado en una estufa a 70 °C 

durante 24 h y una vez deshidratado el material vegetal se procedió a su molienda mientras que, 

Cultivar Finca 
Hectáreas 
cultivadas 

Kg 
cosechados 

Kg subproducto 
recogido 

Parthenon El Pastillero (Alhama 
de Murcia) 

27,5 454.991 672.960 
Naxos 30,2 500.654 740.500 
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para la segunda prueba de secado en primer lugar, se realizó un triturado de los subproductos 

de brócoli, en proporción 3:1 (hoja/tallo), seguido de la deshidratación. Los resultados obtenidos 

tras el proceso de optimización de la deshidratación de los subproductos de brócoli mostraron 

que, el primer protocolo no resultó idóneo para el secado de los tallos dado el grado de 

lignificación de estos. Los tallos no pudieron deshidratarse hasta obtener la humedad idónea 

para el posterior proceso de molienda y alcanzaron como mínimo un 11,45 % de humedad frente 

al 2,7 % de humedad que se alcanzó tras la deshidratación de las hojas, lo cual dificultó 

considerablemente el proceso de molienda. A pesar de ello, se consiguió obtener el subproducto 

seco de hojas y tallos, aunque en este último caso, en mucha menor proporción de la que cabría 

esperar. Por tanto, con el fin de favorecer el proceso de secado y molienda de los subproductos, 

se llevó a cabo el segundo proceso de optimización del secado y molienda de los subproductos, 

para el cual se realizó en primer lugar el triturado conjunto de los subproductos de brócoli PT 

en fresco en proporción 3:1 (hoja/tallo) (Figura 19A), seguido de la deshidratación en una 

cámara de secado (Figura 19B). 

Figura 19. Subproducto de brócoli cultivar Parthenon triturado a 100 μm (A) y secado en cámara (B). 

Una vez deshidratada la muestra se procedió a su homogeneización y posterior tamizado para 

la obtención de fracciones representativas, con un menor tamaño de partícula, con el fin de 

aumentar la superficie de contacto y con ello la eficacia de los procesos de extracción (Figura 

20).  

Figura 20. Hojas (A), tallos (B) y mezcla de hoja y tallo (proporción 3:1) de brócoli cultivar Parthenon tras 

el proceso de secado y triturado de los subproductos. 
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En la Tabla 4 se muestra los resultados obtenidos del proceso de secado de los subproductos de 

brócoli. Así, partiendo de 6 kg de PF de subproducto (hoja/tallo 3:1) que contenían una humedad 

inicial del 90,1 %, se consiguió obtener 300 g de subproducto seco cuyo porcentaje de humedad 

fue del 4,0 %. Por tanto, tras las pruebas de secado y triturado realizadas al subproducto de 

brócoli, se definió como procedimiento óptimo, el triturado inicial que se realizó de los tallos y 

hojas en fresco a un tamaño de 100 µm y su posterior secado a 55 °C durante 24 h para alcanzar 

una humedad final del 4 %, ya que este proceso favoreció el secado y triturado óptimo de los 

tallos, por lo que se utilizó este procedimiento para la obtención de subproductos en seco para 

la realización posterior de los diferentes procedimientos de extracción de compuestos 

bioactivos.  

Tabla 4. Resultados de humedad obtenidos en el proceso de secado de troncos y hojas de brócoli 

Parthenon. 

3. Caracterización del contenido en compuestos bioactivos de los 

subproductos de brócoli  

Con el fin de determinar el contenido en compuestos bioactivos, los subproductos del brócoli se 

sometieron a diferentes metodologías de extracción: EC, extracción sin el uso de disolventes 

orgánicos, extracción mediante SFE y PLE.  

3.1 Cuantificación de los compuestos obtenidos por extracción convencional 

Como punto de partida en las diferentes metodologías para extraer compuestos bioactivos de 

interés de los subproductos de brócoli para aumentar el rendimiento, la eficiencia y la 

selectividad de la extracción se procedió en primer lugar a la EC de los compuestos de interés. 

Para ello, partiendo de diferentes fracciones de subproducto seco de brócoli PT (hoja y tallo), 

tanto puros como en diferentes proporciones (1:1, 3:1 y 1:3, hoja/tallo), se procedió a la EC de 

los compuestos bioactivos (Figura 21).  

Los resultados obtenidos mostraron que, el mayor contenido total en compuestos de interés se 

obtuvo en la mezcla hoja/tallo 3:1, (392,22 ± 10,51 mg g-1 extracto), siendo esta proporción, 

además, la más representativa del volumen total de los subproductos generados del cultivo de 

brócoli. Tras este, las hojas presentaron valores totales de 330,76 ± 24,41 mg g-1 de extracto, 

Parámetro Valor 

Peso inicial (kg) 6 

Peso final (g) 300 

Porcentaje de humedad (g 100 g-1) materia prima 90,1 

Porcentaje de humedad (g 100 g-1) deshidratado 4,0 
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encontrándose que, los valores más bajos en compuestos bioactivos se obtuvieron en los tallos 

(134,75 ± 8,46 mg g-1 extracto). Los rendimientos de los procesos de extracción (RE) fueron de 

2,57, 2,52 y 1,13 %, para las proporciones hoja/tallo 3:1, hoja y tallo, respectivamente. Al mismo 

tiempo, los compuestos que se encontraron mayoritariamente fueron el β-caroteno, que 

representó entre el 16 %, en el caso de la fracción de tallo 100 %, y el 65 % en la fracción 

hoja/tallo 3:1. Los compuestos fenólicos totales supusieron entre el 19 %, en el caso de 

hoja/tallo 3:1, y el 51 %, en el tallo. Por otra parte, los compuestos que se encontraron en menor 

proporción fueron los fitoesteroles y el α-tocoferol, que representaron sobre el 10 y el 4 %, 

respectivamente, de los compuestos totales. Con base a los resultados obtenidos de esta 

primera caracterización de los compuestos bioactivos de los subproductos de brócoli y con la 

finalidad de optimizar los procesos de extracción, se seleccionó la mezcla de hojas y tallos en 

proporción 3:1 como materia prima para los estudios posteriores con el objetivo de obtener los 

mayores porcentajes de recuperación de los compuestos de interés.  

Figura 21. Compuestos bioactivos totales (mg g-1 extracto) obtenidos de los subproductos de brócoli 

cultivar Parthenon (hoja, tallo y la combinación de estos) obtenidos mediante extracción convencional. 

Los valores corresponden a la media ± DE de tres réplicas. Diferentes letras indican diferencias 

significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05). TPC: contenido total de compuestos fenólicos. 

En cuanto al contenido de fitoesteroles, en los subproductos de brócoli se identificaron y 

cuantificaron tres de estos compuestos: campesterol, β-sitosterol y fucosterol. El fitoesterol 

mayoritario en todas las proporciones fue el β-sitosterol, que llegó a representar alrededor del 

65 % de los fitoesteroles totales encontrados, con valores que oscilaron entre 10,04 ± 2,51 y 

16,45 ± 3,62 mg g-1 extracto. Tras este, el campesterol se encontró con valores entre los 3,11 ± 

0,37 y 5,91 ± 0,71 mg g-1 extracto, que representó alrededor de un 20 % del total. Por último, el 
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fucosterol presentó los valores más significativos en la muestra de tallo, donde se encontró el 

valor más alto de este fitoesterol (11,88 ± 1,54 mg g-1 extracto). En la mezcla hoja/tallo 3:1, 

seleccionada como óptima para el proceso de extracción de compuestos bioactivos, la 

cuantificación de los fitoesteroles dio como resultado valores de 4,19 ± 0,21, 16,45 ± 3,62 y 4,39 

± 0,48 mg g-1 extracto para el campesterol, β-sitosterol y fucosterol, respectivamente. Además, 

se determinó también el contenido en α-tocoferol de estas mezclas de hoja y tallo, que arrojó 

resultados que variaron entre los 7,21 ± 0,22 mg g-1 extracto en la muestra de hoja y los 11,87 ± 

0,36 mg g-1 extracto en el caso de la fracción hoja/tallo 1:1. 

Existen numerosos factores importantes que pueden afectar a la eficiencia de la EC ya que 

además de la composición del solvente, el tiempo de extracción y la proporción de las materias 

primas, otros factores como el tamaño de las partículas, la forma y porosidad de la propia matriz 

y la proporción sólido/solvente pueden influir significativamente en el proceso de extracción 

(Spigno et al., 2007; Sultana et al., 2009; Strati & Oreopoulou, 2014). Así, el ligero, aunque 

significativo aumento de los compuestos bioactivos totales en la mezcla hoja/tallo 3:1 podría 

deberse a que no se tuvo en cuenta el tamaño de partícula del material vegetal al realizar la 

extracción, ya que contenía diferentes tamaños de partícula, especialmente en los tallos. La 

importancia de obtener una granulometría adecuada en todos los componentes de la matriz 

vegetal se basa en aumentar la superficie y homogeneizar el material de partida durante el 

proceso de extracción. En ese sentido, Sun et al. (2011) evaluaron el efecto del tamaño de 

partícula en el proceso de extracción de trans-β-caroteno en cáscaras de cítricos. Sus resultados 

mostraron que el RE aumentaba a medida que se reducía el tamaño de partícula debido a que 

las paredes celulares se fraccionaban por lo que se aumentaba la superficie, permitiendo un 

mayor contacto de la matriz vegetal con el solvente de extracción. Asimismo, la eficiencia de los 

métodos de EC también puede verse afectada por la permeabilidad de los tejidos a los solventes 

utilizados. Por ejemplo, en tejidos altamente lignificados como los tallos, se reduce la 

accesibilidad de los solventes, aumentando la resistencia a la extracción y por ende reduciendo 

su rendimiento, lo que podría explicar el bajo contenido de compuestos bioactivos por g de 

extracto obtenido en este tipo de material vegetal (Zhao et al., 2014). Por lo tanto, un aumento 

en la cantidad de tallos en las mezclas de los subproductos significó una disminución en la 

recuperación de los compuestos bioactivos totales, hecho que se observa en los resultados de 

la Figura 21. Teniendo esto en cuenta, cabría esperar que la fracción con más compuestos 

bioactivos fuera la fracción de hoja, sin embargo, fue interesante comprobar que los mejores 

resultados en la extracción de los compuestos de interés se obtuvieron en combinación 

hoja/tallo 3:1. Este comportamiento podría explicarse puesto que la pequeña proporción de 



Capítulo I 

78 

tallo en combinación con la hoja podría mejorar el aislamiento de los compuestos fitoquímicos 

y actuar como un dispersante lo que supuso una mejora de la accesibilidad del solvente a los 

tejidos de la hoja. 

Por otro lado, además de estos compuestos de naturaleza lipofílica, también se llevó a cabo la 

extracción y cuantificación de los glucosinolatos (Tabla 5). Como se puede observar en la tabla, 

el contenido total de glucosinolatos resultó ser mayor en la fracción de tallo (587,89 ± 35,66 µg 

g-1 extracto), disminuyendo la cantidad de estos compuestos conforme disminuía la proporción 

de tallo en las muestras.  

Tabla 5. Glucosinolatos (µg g-1 extracto) obtenidos de los subproductos de brócoli (hoja, tallo y la 

combinación de estos) cultivar Parthenon obtenidos mediante extracción convencional. Los valores 

corresponden a la media ± DE de tres réplicas. Diferentes letras indican diferencias significativas de 

acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05). 

En cuanto al contenido individual de los glucosinolatos identificados en los subproductos, en el 

brócoli, el glucosinolato más abundante es la glucorafanina, que generalmente representa sobre 

el 50 % del total de glucosinolatos (Jeffery et al., 2003). Esto se confirmó en los subproductos, 

en donde la glucorafanina, precursor del isotiocianato SFN, se encontró también de manera 

mayoritaria, llegando a representar el 80 % de los glucosinolatos totales en el caso de la fracción 

de tallo. En segundo lugar, encontramos la neoglucobrasicina, cuyo valor más alto (102,82 ± 4,32 

µg g-1 extracto) se determinó en la fracción de hoja, siendo en esta misma fracción los 

glucosinolatos obtenidos en menor cantidad la glucoalisina y la gluconasturtina (2,66 ± 0,19 y 

2,88 ± 0,14 µg g-1 extracto, respectivamente), mientras que en la fracción de tallo fueron la 

glucoalisina y la 4-metoxiglucobrasicina los glucosinolatos obtenidos en menor cantidad (4,35 ± 

0,25 y 0,62 ± 0,04 µg g-1 extracto, respectivamente). Centrándonos en la fracción hoja/tallo 3:1, 

los glucosinolatos más abundantes fueron la glucorafanina y la neoglucobrasicina (206,17 ± 4,95 

y 73,45 ± 1,98 µg g-1 extracto, respectivamente) y los encontrados en menor cantidad la 

glucoalisina y la gluconasturtina (2,37 ± 0,16 y 5,23 ± 0,13 µg g-1 extracto, respectivamente). 
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Además, cabe destacar que, el contenido total de glucosinolatos obtenidos en la fracción 

hoja/tallo 3:1 se obtuvo en mucha menor proporción que el resto de los compuestos bioactivos 

analizados representando apenas el 0,10 % del total de compuestos extraídos. 

Son diferentes los factores que pueden afectar a la activación de diferentes rutas de síntesis de 

los glucosinolatos, como el genotipo, el estado de maduración de la planta, las condiciones 

edafoclimáticas, el procesado de la planta o los órganos de la planta en los que se determinen 

estos compuestos (Brown et al., 2002). Así, las diferencias observadas en cuanto al perfil de los 

glucosinolatos obtenidos en las diferentes fracciones de los subproductos se pueden atribuir a 

la materia prima de partida. En este sentido, existe una clara tendencia en la distribución de 

estos compuestos entre hoja y tallo, siendo los glucosinolatos resultantes de la ruta indólica (4-

metoxiglucobrasicina, neoglucobrasicina y glucobrasicina) los más acumulados en las hojas de 

brócoli PT y los obtenidos de las rutas alifáticas y aromáticas (glucoiberina, glucorafanina, 

glucoalisina y gluconasturtina), los acumulados en mayor cantidad en el tallo. Este tipo de 

diferencias en los patrones de acumulación de glucosinolatos entre diferentes órganos en 

brócoli también ha sido descrito por otros autores. Así, estudios realizados por Lee et al. (2017) 

mostraron que variedades de brócoli como la VI-158 exhibió perfiles distintivos de 

glucosinolatos en tejidos de hojas y raíces, donde los tejidos de las hojas contenían niveles más 

altos de glucobrasicina y los tejidos de las raíces contenían niveles más altos de gluconasturtina. 

Los resultados obtenidos de la actividad antioxidante de las diferentes fracciones de EC-PT se 

muestran en la Figura 22.  

Figura 22. TEAC, (mg Trolox g-1 extracto) obtenida de los subproductos de brócoli cultivar Parthenon (hoja, 

tallo y la combinación de estos) obtenidos mediante extracción convencional. Los valores corresponden 

a la media ± DE de tres réplicas. Diferentes letras indican diferencias significativas de acuerdo con la 

prueba de Tukey (p < 0,05).  
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Atendiendo a los resultados, podemos observar que la capacidad antioxidante varió entre las 

diferentes fracciones, siendo las más bajas las determinadas en las fracciones de tallo y 

hoja/tallo 1:1 (368,78 ± 8,00 y 399,57 ± 21,53 mg Trolox g-1 extracto, respectivamente) que 

resultaron significativamente menores que la encontrada en la fracción hoja/tallo 3:1 (625,58 ± 

24,49 mg Trolox g-1 extracto). 

Una vez seleccionada aquella fracción de subproductos que dio lugar a un mayor contenido en 

compuestos bioactivos en brócoli PT y que, además, se correlacionó con una mayor capacidad 

antioxidante (fracción hoja/tallo 3:1), se llevó a cabo el mismo procedimiento de extracción y 

cuantificación de los compuestos bioactivos para la misma fracción de subproductos en brócoli 

NX. Como se observa en la Tabla 6, el contenido total de compuestos bioactivos en el extracto 

procedente de brócoli NX (149,55 ± 7,48 mg g-1 extracto) resultó ser del orden de 2,62 veces 

menor que el contenido total obtenido en brócoli PT (392,61 ± 10,51 mg g-1 extracto). Sin 

embargo, si atendemos al rendimiento del proceso de extracción de compuestos, estos 

resultaron ser similares, dando lugar a unos rendimientos del 2,57 y 3,43 % en brócoli PT y NX, 

respectivamente. Además, de los compuestos analizados, el compuesto mayoritario en ambos 

extractos fue el β-caroteno, que representó el 64,54 y 51,55 % del total de compuestos extraídos 

en brócoli PT y NX, respectivamente. En cuanto al resto de compuestos, las proporciones se 

mantuvieron tanto en clorofilas como compuestos fenólicos, pero el contenido de α-tocoferol y 

fitoesteroles fue del orden de 2,41 y 2,12 veces mayor, respectivamente, en brócoli NX con 

respecto a PT. De los fitoesteroles identificados, el β-sitosterol fue el mayoritario (14,28 ± 1,71 

mg g-1 extracto), seguido del campesterol (3,15 ± 1,01 mg g-1 extracto) y finalmente, el fucosterol 

(2,85 ± 0,68 mg g-1 extracto), al igual que ocurría en el cultivar PT.  

Tabla 6. Contenido en compuestos bioactivos individuales y compuestos bioactivos totales (expresados 

como mg g-1 extracto) en los extractos procedentes de la extracción convencional en la fracción hoja/tallo 

3:1, en brócoli Parthenon (EC-PT) y Naxos (EC-NX). Los datos entre paréntesis indican el porcentaje (%) 

que representa cada compuesto con respecto al total de compuestos bioactivos determinados. Los 

valores corresponden a la media ± DE de tres réplicas. RE: rendimiento de la extracción. 

Por otro lado, destacó el incremento significativo (p < 0,01) en el contenido en glucosinolatos en 

brócoli NX (Tabla 7), cuyo porcentaje representó el 6,03 % (9,01 ± 0,45 mg g-1 extracto) de los 
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compuestos bioactivos totales, frente al 0,10 % (0,39 ± 0,01 mg g-1 extracto) encontrado en el 

extracto enriquecido en compuestos bioactivos del cultivar PT. 

Tabla 7. Glucosinolatos (µg g-1 extracto) obtenidos de los subproductos de brócoli (hoja y tallo en 

proporción 3:1) de los cultivares Naxos y Parthenon obtenidos mediante extracción convencional. Los 

valores corresponden a la media ± DE de tres réplicas. 

En el caso de los glucosinolatos identificados, comprobamos que, a excepción de la glucoiberina, 

que fue ligeramente superior en el cultivar PT (14,87 ± 0,21 µg g-1 extracto) frente al cultivar NX 

(8,25 ± 1,27 µg g-1 extracto), el resto de glucosinolatos identificados mostraron valores 

remarcablemente mayores en el cultivar NX, obteniéndose además una mayor variabilidad en 

el número de glucosinolatos identificados, los cuales no se detectaron en ninguna de las 

fracciones de PT, como son la glucoerucina, la glucorafenina, la 4-hidroxiglucobrasicina y la 

glucotropaeolina. Estos resultados, junto con el resto de los compuestos bioactivos identificados 

en el cultivar NX, resultó especialmente interesante, en comparación con el cultivar PT, a la hora 

de obtener de estos compuestos bioactivos tan característicos de las brásicas. 

Finalmente, se comparó la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos mediante EC en la 

fracción hoja/ tallo 3:1 de los cultivares PT y NX mediante el método del ABTS (Tabla 8) dando 

lugar a valores de 625,58 ± 24,49 y 257,55 ± 1,42 mg Trolox g-1, respectivamente. Esta actividad 

antioxidante menor se puede relacionar con la cantidad total de compuestos bioactivos, que 

también es bastante más pequeña en NX. 

Glucosinolatos Naxos Parthenon 

Alifáticos Glucoiberina 8,25 ± 1,27 14,87 ± 0,21 

Glucorafanina 4887,88 ± 961,27 206,17 ± 4,95 

Glucoalisina 27,35 ± 4,72 2,37 ± 0,16 

Glucoerucina 919,07 ± 176,56 n.d. 

Glucorafenina 4,24 ± 1,91 n.d. 

Indólicos Glucobrasicina 470,64 ± 87,63 20,44 ± 0,84 

Neoglucobrasicina 2116,38 ± 370,04 73,45 ± 1,98 

4-hidroxiglucobrasicina 82,06 ± 16,54 n.d. 

4-metoxiglucobrasicina 257,62 ± 38,71 66,57 ± 1,66 

Aromáticos Glucotropaeolina 8,25 ± 1,33 n.d. 

Gluconasturtina 233,71 ± 50,15 5,23 ± 0,13  
TOTAL 9.015,45 ± 449 389,1 ± 14,98 
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Tabla 8. Capacidad antioxidante de los extractos (expresada en términos de equivalentes de Trolox (mg 

Trolox g-1) y compuestos bioactivos totales (mg g-1 extracto) obtenidos de los subproductos de brócoli 

Parthenon y Naxos (hoja/tallo 3:1) obtenidos mediante extracción convencional. Los valores 

corresponden a la media ± DE de tres réplicas.  

3.2 Extracción y cuantificación de los compuestos bioactivos hidrosolubles sin el uso 

de disolventes orgánicos 

Actualmente, se están investigando nuevas tecnologías y métodos de extracción de productos 

naturales bioactivos que promuevan su calidad y cantidad y se minimicen los problemas 

ambientales. En este sentido, la extracción de compuestos hidrosolubles sin el uso de 

disolventes orgánicos, a partir de los subproductos que se generan en la industria del procesado 

de brócoli en fresco, constituye una alternativa a los procesos de extracción convencionales. Por 

ello, los subproductos de brócoli PT y NX se sometieron a un proceso de extracción acuosa con 

el fin de obtener un extracto enriquecido en compuestos hidrosolubles. Las condiciones y el 

rendimiento del proceso de obtención del extracto seco para cada variedad se describen en la 

Tabla 9. Como puede observarse, una vez realizado el proceso de extracción sin el uso de 

disolventes orgánicos y tras la concentración de los extractos, se obtuvieron 7,52 kg de extracto 

concentrado con 8 °Brix para el cultivar PT (obtenido a partir de 18 Kg de subproducto) y 12 kg 

de extracto concentrado con 7 °Brix para el brócoli NX (obtenido a partir de 45 Kg de 

subproducto). Finalmente, el extracto concentrado se atomizó, dando lugar a 212 g y 621 g de 

extracto seco de brócoli PT y NX con un rendimiento de la extracción del 1,17 y 1,38 %, 

respectivamente.  

Tabla 9. Parámetros del proceso para la obtención de extracto acuoso de los subproductos de brócoli 

Parthenon y Naxos tras la extracción sin el uso de disolventes orgánicos. 
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3.2.1 Cuantificación del contenido de compuestos bioactivos en los extractos obtenidos de 

la extracción sin el uso de disolventes orgánicos 

Una vez obtenido el extracto enriquecido en compuestos hidrosolubles, tras la extracción sin el 

uso de disolventes orgánicos de los subproductos de brócoli PT y NX, se llevó a cabo la 

determinación del contenido en compuestos bioactivos. Como era de esperar, dada la finalidad 

de la extracción, los compuestos mayoritarios presentes en los extractos fueron los compuestos 

fenólicos. Así, el mayor contenido de fenoles se encontró en el extracto procedente de brócoli 

del cultivar PT (17.630,47 ± 539,34 µg GAE g-1 extracto) siendo éstos del orden de 4 veces 

superior al contenido en brócoli NX (4.503,80 ± 101,33 µg GAE g-1 extracto). En cuanto al 

contenido en β-caroteno, los valores obtenidos en ambos cultivares fueron similares, aunque 

algo mayores en NX (193,66 ± 9,68 µg g-1 extracto y 216,39 ± 7,93 µg g-1 extracto, en PT y NX, 

respectivamente). Lo contrario ocurrió con respecto a las clorofilas, cuyos valores fueron algo 

más altos en PT (47,58 ± 2,85 µg g-1 extracto) que en NX (40,73 ± 2,18 µg g-1 extracto), aunque 

los contenidos fueron del mismo orden de magnitud. 

Además de estos compuestos mayoritarios, también se cuantificaron otros compuestos 

bioactivos como fitoesteroles y α-tocoferol, que se detectaron en menor proporción. En el caso 

de los fitoesteroles, el compuesto mayoritario fue el β-sitosterol, presente tanto en los extractos 

de brócoli PT como de NX, cuyos valores fueron 32.,3 ± 2,26 y 31,46 ± 3,78 µg g-1 extracto, 

respectivamente, mientras que el campesterol solo fue identificado en el cultivar NX (8,28 ± 0,66 

µg g-1 extracto). También se identificó en los extractos de brócoli NX pequeñas cantidades de α-

tocoferol (17,73 ± 1,42 µg g-1 extracto). Los resultados obtenidos en la cuantificación de estos 

compuestos resultaron ser bajos debido a la naturaleza apolar de estos compuestos bioactivos 

(Sabater-Jara & Pedreño, 2013) y a que el procedimiento de extracción no implicaba el uso de 

disolventes orgánicos, lo que dificulto enormemente su extracción. 

Por otra parte, los glucosinolatos encontrados en los extractos hidrosolubles de los 

subproductos de brócoli PT y NX, se muestran en la Tabla 10. Los resultados obtenidos 

mostraron que la mayor concentración en glucosinolatos totales se obtuvo en el extracto de 

brócoli PT (138,82 ± 7,73 µg g-1 extracto) siendo el contenido en glucosinolatos en el cultivar NX 

en torno a 4,5 veces inferior (31,17 ± 0,73 µg g-1extracto). En cuanto a los glucosinolatos 

identificados solo se identificó la neoglucobrasicina en ambos cultivares, representando el 62 y 

el 55 % del total de glucosinolatos identificados en brócoli PT y NX, respectivamente. Además 

de este, también se identificó la glucobrasicina en brócoli PT (52,69 ± 2,21 µg g-1 extracto) y la 

glucorafanina, único glucosinolato alifático, en brócoli NX (14,03 ± 0,49 µg g-1 extracto). En 
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general, el escaso contenido en glucosinolatos de estos extractos podría deberse a la falta de un 

disolvente orgánico en el proceso de extracción, que mejoraría la recuperación de estos 

compuestos (Deng et al., 2015). Este hecho resultaría en una falta de afinidad de los 

glucosinolatos presentes en los subproductos del brócoli por el agua usada en la extracción, lo 

que se traduce en unos rendimientos de obtención de estos compuestos muy bajos. 

Tabla 10. Contenido en compuestos bioactivos (µg g-1 extracto) en el extracto procedente de la extracción 

sin el uso de disolventes orgánicos de los subproductos de brócoli Parthenon y Naxos (hoja/tallo 3:1). Los 

valores corresponden a la media ± DE de tres réplicas. n.d: no detectado. 

Por otro lado, dada la naturaleza hidrosoluble de los extractos obtenidos, se procedió a 

determinar la composición nutricional de estos (Tabla 11). Como se observa en la Tabla 11, la 

composición nutricional de los extractos obtenidos a partir de los subproductos de brócoli PT y 

NX fue muy similar. Sin embargo, se observó un elevado contenido en vitamina C que, además 

de los beneficios para la salud que supone la ingesta diaria de esta vitamina, es un apreciado 

ingrediente por su poder antioxidante en la elaboración y conservación de alimentos (Varvara 

et al., 2016).  

Así, el brócoli PT mostró los valores más elevados de vitamina C (2.946 µg g-1) siendo ésta del 

orden de 1,5 veces superior al contenido en vitamina C en el cultivar NX. Este elevado contenido 

en vitamina C, junto con el elevado contenido en compuestos fenólicos de los extractos, se 

correlacionó con una elevada actividad antioxidante, expresada como equivalentes de Trolox en 

brócoli PT (151,96 ± 12,68 mg Trolox g-1 extracto) frente a los 63,11 ± 0,10 mg Trolox g-1 extracto, 

en brócoli NX cuyo contenido en vitamina C y compuestos fenolicos fue significativamnete 

menor. Finalmente, en cuanto al rendimiento de esta extracción acuosa, los valores obtenidos 

resultaron ser muy bajos (1,18 % en el caso de PT y del 1,38 % para NX) en comparación con los 

datos obtenidos en la EC para ambos cultivares, 2,57 y 3,43 %, respectivamente, resultados 

esperables puesto que la EC se trata de un método extractivo más dirigido y específico para una 
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mayor cantidad de de compuestos bioactivos de los que se obtienen mediante la extracción 

acuosa.  

Tabla 11. Composición nutricional de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos hidrosolubles 

obtenidos a partir de los subproductos de brócoli Parthenon y Naxos. 

3.3 Cuantificación de los compuestos obtenidos por extracción mediante fluidos 

supercríticos 

3.3.1 Establecimiento de las condiciones para SFE 

Para el establecimiento de las condiciones óptimas para la extracción mediante SFE, se 

desarrolló un diseño experimental basado en el método de superficie de respuesta (RSM). Este 

método permite resumir el comportamiento de la variable respuesta bajo las condiciones 

experimentales que se quieran proponer. Para llevar a cabo esta optimización, se consideró el 

β-caroteno como el compuesto bioactivo más representativo de los subproductos, por lo que la 

optimización del proceso se llevó a cabo en base a este analito. Para ello, en primer lugar, se 

establecieron las variables independientes de acuerdo con los factores que afectan a la 

recuperación de los compuestos bioactivos, en este caso: temperatura, presión, porcentaje de 

co-solvente (etanol), flujo o caudal y tiempo. El efecto de estos factores en la SFE para la 

extracción de β-caroteno se evaluó de acuerdo con un diseño central compuesto (CCD) 25 con 

dos puntos centrales y tres niveles (-1, 0 y 1) para cada variable independiente: (a) temperatura, 

40, 60 y 80 °C; (b) presión, 150, 300 y 450 bares; (c) porcentaje de co-solvente, 7, 18,5 y 32 %; 

(d) caudal, 28, 30 y 32 g min-1; y (e) tiempo, 40, 60 y 80 min. En total, se llevaron a cabo 26 

experimentos en orden aleatorio como se muestra en la Tabla 12. Los experimentos se llevaron 

a cabo por duplicado para asegurar una mayor reproducibilidad. 



Capítulo I 

86 

Tabla 12. Valores de los factores independientes usados para el diseño compuesto central y los valores 

de respuesta. Los datos se expresan como la media ± DE de dos réplicas. 

3.3.2 Optimización del proceso de SFE 

Para el procesamiento de los resultados obtenidos de las diferentes muestras de SFE se utilizó 

el software Statgraphics Centurion XVI proporcionado por Statpoint Technologies (Warrenton, 

VA, EE. UU.). Los resultados de las pruebas ANOVA indicaron si el factor propuesto presentaba 

un efecto significativo (p < 0,05) o no significativo (p > 0,05) (Liyana-Pathirana & Shahidi, 2005).  

En la Tabla 13 se muestran los parámetros usados para el ajuste del modelo CCD 25 propuesto, 

así como la significación estadística de los efectos de las variables independientes. Para que la 
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interpretación del modelo sea más simple, solamente se han incluido los efectos individuales y 

los efectos cuadráticos y de interacción entre variables con impacto significativo. Como se 

observa en la Tabla 13, el modelo presentó un grado de correlación alto (R2 = 0,935) y la varianza 

dentro de los datos fue explicada por el resultado, ya que este valor evalúa la capacidad del 

modelo para predecir el comportamiento de la variable respuesta. Asimismo, la falta de ajuste 

no fue significativa (p > 0,1), lo que confirmó la calidad de ajuste del modelo. Así, el modelo 

propuesto proporcionó una buena aproximación a las condiciones experimentales (Figura 23), 

lo que se confirmó en los resultados obtenidos por el análisis de varianza ANOVA (Tabla 13). 

Tabla 13. Análisis de varianza (ANOVA) y parámetros de ajuste del modelo CCD 25 propuesto. 

*Coeficientes significativos (p < 0,05 o p < 0,10). SS = suma de cuadrados; Df = grados de libertad; MS = 

media cuadrada; R2 = Coeficiente de correlación cuadrática. 

Figura 23. Gráfico en 3D de superficie de respuesta pronosticado de los efectos de la temperatura y la 

presión sobre el contenido en β-caroteno. 
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Una vez que el modelo se verificó como válido, su optimización permitió aumentar hasta el 

máximo la respuesta evaluada, es decir, el contenido en β-caroteno. Para llevar a cabo la 

optimización se analizaron los valores de p (p-value) de los efectos lineales, cuadráticos y de 

interacción entre las variables independientes. Tanto la temperatura, como el flujo y el tiempo 

de extracción presentaron efectos significativos, siendo sus valores de p de 0,0452, 0,0341 y 

0,0402, respectivamente (p-value < 0,05). Por otra parte, la presión no mostró un nivel de 

significación superior al 90%, siendo su valor de p de 0,0664. Los parámetros con resultados 

estadísticamente significativos (temperatura, flujo y tiempo de extracción) demostraron tener 

un efecto individual sobre la cantidad de β-caroteno. Curiosamente, aunque el porcentaje de 

etanol usado en la extracción por sí solo no demostró afectar significativamente al valor de la 

variable respuesta (β-caroteno), cuando se estudió su efecto en conjunto con el tiempo de 

extracción sí que resultó en un impacto significativo en el contenido de β-caroteno. El efecto 

cuadrático del flujo también fue significativo (valor p = 0,0479). Finalmente, tras el análisis del 

modelo CCD 25, se utilizó un modelo polinomial cuadrático (Ecuación 1) para llevar a cabo los 

ajustes de los datos experimentales: 

 

(1) 

En donde:  

Y: contenido de β-caroteno; α0: coeficiente constante, que fijó la respuesta en el punto central 

del diseño; αi, αii y αij: coeficientes de regresión de los efectos lineales, cuadrático y de 

interacción, respectivamente; Xi y Xj: valores de las variables independientes. Tras el ajuste de 

los datos experimentales para obtener un modelo reducido y mantener solo los parámetros 

significativos en el modelo cuadrático, la ecuación modelo final fue la siguiente (Ecuación 2): 

𝑌 = − 2478,19 − 0,407818𝑋₁ + 0,0376639𝑋₂ + 2,55145𝑋₃ + 159,064𝑋₄ + 1,20856𝑋₅

− 0,0408957𝑋₃𝑋₅ − 2,56244𝑋₄𝑋₄ 

(2) 

De este modo, usando esta ecuación para explicar el modelo, se propusieron las condiciones 

óptimas para la máxima recuperación de β-caroteno. Los valores óptimos predichos por el 

modelo se muestran en la Tabla 14. 

𝑌 =  𝛼0 +  𝛼𝑖𝑋𝑖

𝑘

 i = 1

+  𝛼𝑖𝑖  

𝑘

𝑖=1 

𝑋𝑖
2 +    𝛼𝑖𝑗

𝑘

𝑗=𝑖+1

𝑘

𝑖=1

 𝑋𝑖  𝑋𝑗  
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Tabla 14. Valores de los parámetros óptimos de la extracción mediante fluidos supercríticos. 

Una vez determinadas las condiciones óptimas propuestas por el modelo, estas se aplicaron en 

la recuperación de β-caroteno para confirmar los resultados teóricos. Así, bajo estas condiciones 

óptimas de extracción (Tabla 14), el contenido en β-caroteno del extracto SFE fue de 84,11 ± 

1,51 mg β-caroteno g-1 extracto. Con respecto a la temperatura, Baysal et al. (2000) llevaron a 

cabo un estudio sobre como afectaba la temperatura y como optimizar este parámetro en la 

extracción de carotenoides a partir de residuos de tomate. Los resultados de este estudio 

mostraron que el uso de temperaturas altas, por encima de 65 °C, produjeron rendimientos de 

extracción más altos pero que, por el riesgo de que los carotenoides pudieran degradarse a esas 

temperaturas, se recomendaba el uso de otras más bajas. Por otra parte, Alzate et al. (2013) 

propusieron la reducción de la temperatura, por debajo de los 40 °C, para evitar, precisamente, 

esta degradación por la temperatura, lo que concordó con nuestros resultados (Tabla 14). Con 

respecto a la presión, el rango usado en este estudio para los subproductos de brócoli se 

encuentra en los mismos valores que los descritos por Vega et al. (1996) para la extracción de 

carotenoides a partir de zanahorias. Según sus resultados, la aplicación de presiones alrededor 

de los 400 bares, a 40 °C y usando un 5 % de etanol como cosolvente, incrementó el rendimiento 

en la extracción de β-caroteno.  

Por estos motivos podemos afirmar que los parámetros obtenidos para la SFE basados en la RSM 

se encuentran dentro de los rangos óptimos que otros autores han determinado para la 

extracción de β-caroteno. Es más, al comparar el valor predicho por nuestro modelo para el β-

caroteno en base a la ecuación obtenida (Ecuación 2), con los valores experimentales al aplicar 

las condiciones óptimas (Tabla 15), se observó que a excepción de la muestra SFE-10, la varianza 

de los datos fue aceptable, encontrándose todos en el rango de CV (%) de 0,4 a 20. De hecho, el 

coeficiente de varianza entre los datos teóricos y los obtenidos experimentalmente fue muy baja 

(CV = 0,4 %), lo cual indica una buena reproducibilidad del sistema investigado (Liyana-Pathirana 

& Shahidi, 2005). 

 
 

Temperatura 
(°C) 

Presión 
(bar) 

Tiempo 
(min) 

Flujo 
(g min-1) 

Etanol 
(%)  

Óptimo 40 443 68 31 7 
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Tabla 15. Comparación entre los resultados experimentales y los predichos por el modelo generado para 

la cantidad de β-caroteno (mg g-1 extracto) de la extracción mediante fluidos supercríticos. CV = 

coeficiente de varianza. 

3.3.2.1 Cuantificación de los compuestos bioactivos en las condiciones óptimas de SFE 

Una vez determinadas las condiciones óptimas para la extracción de β-caroteno en los 

subproductos de brócoli PT (fracción hoja/tallo, 3:1), se realizó la SFE de los compuestos 

bioactivos en los subproductos de brócoli PT y NX en esas condiciones óptimas, y además de β-

caroteno se identificaron otros compuestos bioactivos en los extractos mediante HPLC-DAD 

(Figura 24) y GC-MS (Figura 25).  

Figura 24. Perfil cromatográfico de los compuestos bioactivos adquirido a 454 nm (por HPLC-DAD) 

obtenidos mediante la extracción con fluidos supercríticos (SFE) y la extracción convencional (EC) de 

subproductos de brócoli de la variedad Parthenon (PT) y Naxos (NX). 1: Luteína; 2: β-caroteno  
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Figura 25. (A) Total Ion Chromatogram (TIC) de los extractos optimizados de la extracción mediante fluidos 

supercríticos (SFE) y la extracción convencional (EC) de los subproductos de brócoli Parthenon (PT) y Naxos 

(NX). (B) Compuestos identificados en los extractos obtenidos de los subproductos de brócoli mediante 

GC-MS. * Indica los compuestos cuantificados; RT: tiempo de retención; n.d.: no detectado. 

En cuanto al contenido total de compuestos presentes en los extractos SFE (Tabla 16), los 

compuestos bioactivos totales de los extractos de SFE-NX se encontraron por encima de los 

obtenidos para SFE-PT (hasta 1,47 veces su valor). Además, se encontraron diferencias en la 

proporción de dichos compuestos dependiendo del cultivar. De esta forma, se observó que la 

cantidad de β-caroteno fue mayor en los extractos de SFE-NX, llegando a representar hasta un 

62,47 % del total de compuestos bioactivos, frente al 52,03 % que representa este mismo 

compuesto en los extractos de SFE-PT (Tabla 16).  
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Tabla 16. Compuestos bioactivos mayoritarios (mg g-1 extracto), compuestos bioactivos totales y 

rendimiento de la extracción (RE) obtenidos en la extracción convencional de los cultivares Parthenon 

(EC-PT) y Naxos (EC-NX) y las extracciones optimizadas mediante fluidos supercríticos de ambas 

variedades (SFE-PT y SFE-NX, Parthenon y Naxos, respectivamente). Los datos entre paréntesis indican el 

porcentaje (%) que representa cada compuesto con respecto al total de compuestos bioactivos 

determinados. Los valores corresponden a la media ± DE de tres réplicas. 

En el caso de los fitoesteroles, la proporción encontrada en SFE-PT fue 2,28 veces mayor que la 

obtenida en SFE-NX. Este aumento también se encontró en el contenido de clorofilas con niveles 

1,17 veces mayores también en SFE-PT con respecto al cultivar NX (Tabla 16). Por otro lado, 

como se observa en la Figura 24, el análisis mediante HPLC-DAD reveló también la presencia de 

la xantofila luteína que, junto con el β-caroteno, han sido previamente descritos como los 

principales carotenoides presentes en las especies de Brassica (Podsedek, 2007; Singh et al., 

2007). En cuanto a los fitoesteroles identificados mediante GC-MS (Figura 25) se encontraron el 

campesterol (3,95 ± 0,33 y 2,66 ± 0,26 mg g-1 extracto) y β-sitosterol (15,77 ± 0,90 y 10,85 ± 0,80 

mg g-1 extracto) así como el α-tocoferol (5,69 ± 0,50 y 5,67 ± 0,43 mg g-1 extracto) tanto en el 

extracto SFE-PT como en SFE-NX, respectivamente. También se detectaron otros compuestos 

minoritarios como el fitol y ácidos grasos como el ácido linoleico (4,14 ± 0,19 y 1,55 ± 0,09 mg g-

1 extracto) y el ácido linolénico (32,42 ± 3,18 y 19,54 ± 1,19 mg g-1 extracto) para SFE-PT y SFE-

NX, respectivamente.  

Llegados aquí, debemos señalar que la cantidad de compuestos bioactivos totales del brócoli PT 

obtenidos por SFE fue menor (161,66 ± 6,35 mg g-1 extracto) que la que se obtuvo mediante EC 

(392,22 ± 10,51 mg g-1 extracto). Sin embargo, en cuanto al rendimiento de las extracciones, se 

obtuvieron resultados similares, obteniéndose valores de 2,61 y 2,57%, para SFE y EC de brócoli 

PT, respectivamente (Tabla 16). Resultados similares se obtuvieron en brócoli NX, en el cual el 

rendimiento de la SFE (SFE-NX) fue similar al obtenido en la EC (EC-NX), alcanzando valores de 

2,73 y 3,43 %, respectivamente. Por otra parte, a pesar de no obtenerse un mayor rendimiento 
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tras la SFE, podemos determinar que la EC cuenta con muchos más inconvenientes que la SFE. 

Entre estos inconvenientes podemos destacar el uso de disolventes no respetuosos con el medio 

ambiente, la mayor cantidad de pasos (maceración, centrifugación y evaporación), así como la 

eliminación incompleta de disolventes, tiempos de extracción más largos y un alto consumo de 

disolvente, lo que hace del proceso SFE una mejor opción para la obtención de compuestos 

bioactivos a partir de los subproductos de brócoli. De este modo, para la obtención de 

compuestos de interés mediante SFE solamente necesitaríamos un paso, utilizaríamos una 

menor cantidad de disolventes, que además son más respetuosos con el medio ambiente y que 

acabarían eliminándose casi por completo en el paso de despresurización. Además, como ya 

demostraron Arnáiz et al. (2011, 2012), los extractos de los subproductos de brócoli obtenidos 

por SFE contenían un mayor porcentaje de ácidos grasos insaturados (sobre todo de los 

poliinsaturados 18:3) y de algunos aminoácidos (prolina y glutamina) en comparación con las 

extracciones Soxhlet y la convencional, respectivamente. 

3.3.2.2 Determinación de la actividad antioxidante 

Al igual que con las diferentes extracciones anteriores, tras la cuantificación de los compuestos 

bioactivos de los extractos SFE optimizados, tanto de Parthenon (SFE-PT) como de Naxos (SFE-

NX), se procedió a la caracterización de su capacidad antioxidante. Para ello se utilizó el método 

TEAC y la actividad se expresó en equivalentes de Trolox (mg Trolox g-1 extracto). El valor más 

alto para la actividad antioxidante se obtuvo para los extractos optimizados SFE-NX (338,69 ± 

31,95 mg Trolox g-1 extracto) en comparación con la obtenida para SFE-PT (262,68 ± 33,10 mg 

Trolox g-1 extracto). Este hecho podría estar ligado a la mayor cantidad de compuestos bioactivos 

presentes en el extracto SFE-NX optimizado (237,38 ± 17,42 mg g-1 extracto, Tabla 16). Además, 

la elevada capacidad antioxidante de estos extractos podría deberse a un efecto sinérgico entre 

todos los compuestos bioactivos presentes en el extracto. De esta forma, los resultados 

obtenidos concuerdan con los descritos por Arnáiz et al. (2016), quienes concluyeron que los 

extractos obtenidos mediante SFE de hojas de brócoli NX contenían una mayor cantidad de 

compuestos fenólicos totales y presentaron además, una mayor capacidad antioxidante que los 

extractos de procedentes de brócoli PT. Del mismo modo, estudios realizados por Hwang & Lim 

(2015) demostraron que la cantidad de compuestos bioactivos procedentes de subproductos 

del brócoli (hojas y tallos) pueden verse afectados por diferentes factores como pueden ser el 

cultivar y el estado de madurez de la planta siendo los subproductos derivados ricos en 

compuestos con actividad antioxidante y anticancerígena. 
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Por otra parte, cuando se compararon la actividad antioxidante determinada en los extractos 

obtenidos mediante EC con la que se obtuvo de los extractos SFE (Tabla 16), se observaron 

ciertas diferencias en las tendencias. Mientras que, en los extractos de EC, la actividad 

antioxidante fue mayor en brócoli PT (EC-PT) que en NX (EC-NX) (625,58 ± 24,49 frente a 257,55 

± 1,42 mg Trolox g-1 extracto), en los extractos de SFE, se observó un efecto contrario (262,68 ± 

33,09 y 338,69 ± 31,95 mg Trolox g-1 extracto, para SFE-PT y SFE-NX, respectivamente). Esto 

podría estar ligado a la cantidad de compuestos bioactivos totales determinados en ambas 

variedades, la cual resultó ser inferior en brócoli NX con la EC, pero mayor que en brócoli PT con 

la extracción SFE (Tabla 16). 

3.4 Cuantificación de los compuestos obtenidos por extracción mediante fluidos 

presurizados 

3.4.1 Establecimiento de las condiciones para PLE 

A pesar de todas las ventajas que supuso el uso de la tecnología SFE para la extracción de 

compuestos bioactivos a partir de los subproductos del brócoli, mediante esta técnica no fue 

posible la extracción de los compuestos más característicos del género Brassica: los 

glucosinolatos. Por tanto, con el fin de extraer y cuantificar los glucosinolatos se procedió a la a 

la extracción de estos compuestos mediante PLE. 

Con las condiciones de extracción ya establecidas (Tabla 17), se cuantificaron los glucosinolatos 

(variable respuesta) presentes en las 16 condiciones mencionadas mediante HPLC-MS (Tabla 

17). Los resultados obtenidos indicaron que las condiciones capaces de extraer la mayor 

cantidad de glucosinolatos totales fueron PLE-15, seguida de la PLE-16 y la PLE-3. En estas 

condiciones se obtuvieron 3.648,94 ± 116,18, 2.929,95 ± 93,79 y 2.564,74 ± 80,65 µg de 

glucosinolatos g-1 extracto, respectivamente. Estas condiciones se correspondieron con aquellas 

en las que la temperatura de extracción fue de las más baja estudiadas, 70 °C para PLE-15 y PLE-

3 y 53 °C para PLE-16 (Tabla 17). Por el contrario, aquellas condiciones con temperaturas más 

elevadas (185-200 °C), PLE-7, 9, 11, 13 y 14 fueron en las que menos cantidad de glucosinolatos 

se extrajeron. Este hecho podría deberse al efecto de degradación térmica por los valores de la 

temperatura de extracción. En cuanto al rendimiento de la extracción, como se observa en la 

Tabla 17, los valores obtenidos oscilaron entre el 22,42 % en el caso de la extracción PLE-10 y el 

56,31 % en la PLE-7. Sin embargo, el mayor contenido en glucosinolatos se obtuvo en aquellas 

condiciones en las que el rendimiento fue menor, como se observa en la condición PLE-15 

(3.648,94 ± 116,18 µg de glucosinolatos g-1 extracto; RE-26,59 %). 



  Capítulo I 

95 

Tabla 17. Valores de las variables independientes usados para el diseño compuesto central y la variable 

respuesta (contenido en glucosinolatos (µg g-1 extracto)) obtenidos para cada condición. Los datos se 

expresan como la media ± la DE de tres réplicas. RE, rendimiento de extracción.  

En cuanto al contenido individualizado de glucosinolatos (Figura 26), el glucosinolato 

mayoritario fue la glucorafanina (glucosinolato alifático precursor del isotiocianato SFN). Este 

glucosinolato representó de media un 64 % del total de glucosinolatos, con valores que 

alcanzaron los 1.798,97 ± 98,94 µg g-1 extracto (PLE-16). Tras este, se encontró la 

neoglucobrasicina, que representó en promedio un 25% del total de glucosinolatos. En conjunto, 

estos dos glucosinolatos representaron casi el 90% del total cuantificado, por lo que el resto de 

los glucosinolatos determinados se encontraron en cantidades significativamente menores en 

comparación con los dos glucosinolatos mayoritarios ya citados. 

Condición Temperatura (°C) Etanol (%) 
Tiempo 

(min) 
Respuesta 

(glucosinolatos) 
RE (%) 

PLE-1 70 15 20 1.926,44 ± 59,16 37,11 

PLE-2 128 50 22 1.896,04 ± 61,55 38,17 

PLE-3 70 85 5 2.564,74 ± 80,65 26,72 

PLE-4 128 50 12,5 1.701,03 ± 56,01 37,16 

PLE-5 70 15 5 1.820,11 ± 56,62 37,6 

PLE-6 128 50 12,5 1.838,77 ± 59,36 36,18 

PLE-7 185 15 5 531,44 ± 19,61 56,31 

PLE-8 128 50 3 1.660,95 ± 55,07 35,53 

PLE-9 200 50 12,5 335,44 ± 13,62 40,48 

PLE-10 128 95 12,5 976,81 ± 29,26 22,42 

PLE-11 185 15 20 695,85 ± 24,73 51,83 

PLE-12 128 5 12,5 1.144,76 ± 34,5 45,34 

PLE-13 185 85 5 154,56 ± 5,06 38,08 

PLE-14 185 85 20 193,97 ± 8,09 40,58 

PLE-15 70 85 20 3.648,94 ± 116,18 26,59 

PLE-16 53 50 12,5 2.929,95 ± 93,79 32,36 
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Figura 26. Glucosinolatos totales (µg g-1 extracto) obtenidos de los de subproductos de brócoli cultivar 

Naxos (fracción hoja/tallo 3:1) extraídos mediante PLE. Los datos muestran la media ± DE de tres replicas 

independientes. Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas según el test de 

Tukey (p < 0,05). 

3.4.2 Optimización de la extracción PLE 

Los resultados experimentales obtenidos de la cuantificación de glucosinolatos para los 

diferentes puntos del diseño experimental fueron evaluados para determinar el ajuste del 

modelo CCD 23 propuesto, así como la significación estadística de los efectos de las variables 

independientes (Tabla 18). Este análisis determinó un alto grado de correlación (R2 = 0,942).  

Tabla 18. Análisis de varianza (ANOVA) y parámetros de ajuste del modelo CCD 23 propuesto. 

*Coeficientes significativos (p < 0,05 o p < 0,10). SS = suma de cuadrados; Df = grados de libertad; MS = 

media cuadrada; R2 = Coeficiente de correlación cuadrática. 
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Figura 27. Gráfico en 3D de superficie de respuesta pronosticado de los efectos de la temperatura y la 

presión sobre el contenido en glucosinolatos. 

Se analizaron los valores de probabilidad (p-value) de los efectos lineales, cuadráticos y de 

interacción entre las variables independientes. En este caso solamente la temperatura presentó 

un efecto individual significativo (p-value de 0,0000). En relación con el porcentaje de etanol 

usado en la extracción, a pesar de que su efecto lineal no demostró afectar significativamente 

al valor de la variable respuesta, la interacción con la temperatura sí que resultó en un impacto 

estadísticamente significativo en el contenido de glucosinolatos (valor p = 0,0059).  

Estos resultados podrían indicar la existencia de una sinergia entre la temperatura y el 

porcentaje de etanol usado para maximizar la obtención de compuestos como los 

glucosinolatos, conclusión similar a la obtenida por otros estudios llevados a cabo en la 

optimización de este proceso (Bojorquez-Rodríguez et al., 2022). El efecto cuadrático del etanol 

también fue significativo (valor p = 0,0298). En base a los resultados, el diseño experimental se 

ajustó a un modelo polinomial cuadrático que fue reducido conservando los términos de las 

variables independientes y sus efectos significativos para la variable respuesta (Y, en este caso 

µg de glucosinolatos g-1 extracto) (Ecuación 3): 

𝑌 = 1831,28 − 7,6311𝑋₁ + 58,7085𝑋₂ − 0,207819𝑋₁𝑋₂ − 0,287463𝑋₂𝑋₂ 

(3) 

De este modo, se propusieron las condiciones óptimas para la máxima recuperación de 

glucosinolatos. Los valores óptimos predichos por el modelo se muestran en la Tabla 19:  
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Tabla 19. Valores de los parámetros óptimos en la extracción mediante fluidos presurizados 

Al aplicar estas condiciones optimizadas de forma experimental, la cantidad máxima de 

glucosinolatos extraída fue de 4.529,52 ± 131,69 µg g-1 extracto, cantidad incluso mayor que la 

obtenida con la condición más favorable de la batería de experimentos que fue PLE-15 (3.648,94 

± 116,18 µg g-1 extracto). 

Además, como se muestra en la Tabla 20, al comparar el valor predicho por nuestro modelo para 

el contenido total de glucosinolatos en base a la ecuación obtenida (Ecuación 3), con los valores 

experimentales al aplicar las condiciones óptimas, se observó que, a excepción de las muestras 

PLE-13 y 14, la varianza de los datos fue aceptable, encontrándose todos en el rango de 0,6 a 

10,3 (CV < 20 %). De hecho, la varianza entre los datos teóricos y los obtenidos 

experimentalmente en las condiciones óptimas fue baja (CV = 10 %), indicando una buena 

reproducibilidad del sistema investigado (Liyana-Pathirana & Shahidi, 2005). 

Tabla 20. Comparación entre los resultados experimentales y los predichos por el modelo generado para 

la cantidad de glucosinolatos (µg g-1 extracto) de la extracción mediante fluidos presurizados. CV = 

coeficiente de varianza. 

 

 
Temperatura 

(°C) 
Tiempo 

(min) 
Etanol 

(%)  

Óptimo 53 8 83 
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Una vez establecidas las condiciones óptimas para la extracción de los glucosinolatos mediante 

PLE, se realizó la extracción optimizada de glucosinolatos brócoli NX (Tabla 21). El rendimiento 

de esta extracción optimizada fue del 21,42 %, similar al rendimiento de la condición PLE-15 

(26,59 %, Tabla 17), que dio lugar a la mayor cantidad de glucosinolatos (Figura 26). Sin embargo, 

al comparar estos resultados con los obtenidos en la EC-NX de glucosinolatos observamos que 

mediante PLE los valores totales de glucosinolatos fueron del orden de 2 veces inferior al 

obtenido tras la EC (4.529,52 ± 131,69 µg g-1 extracto frente a los 9.015,45 ± 449 µg g-1 extracto), 

pero esa diferencia en el contenido de glucosinolatos no se tradujo en una reducción 

significativa en el RE, obteniéndose rendimientos del 21,42 y 30,55 % en PLE-OP-NX y EC-NX, 

respectivamente. Esta diferencia podría explicarse por las condiciones de ambos métodos. Es 

probable que los 53 °C a los que se extraen estos compuestos por PLE, no sean suficientes para 

inactivar la enzima mirosinasa (en comparación con los 73 °C a los que se exponen en la EC; es 

decir, 20 °C más) que degrada los glucosinolatos a sus isotiocianatos. Este además resultó ser el 

factor que más afectó a la obtención de glucosinolatos mediante PLE, como quedó reflejado en 

la tabla 18, siendo el p-value de la temperatura de 0,000. Sin embargo, algunos autores 

obtuvieron resultados similares en la optimización de procesos de extracción de glucosinolatos. 

En ese sentido, Campos et al. (2013) mediante un modelo RSM concluyeron que las condiciones 

óptimas para alcanzar el mayor rendimiento en la extracción de glucosinolatos en hipocótilos de 

Lepidium meyenii fue el uso del etanol al 60 % y una temperatura de 47 °C, aunque en este caso 

durante un tiempo mucho mayor, 90 minutos. Resultados similares fueron obtenidos por 

(Bojorquez-Rodríguez et al., 2022) quienes establecieron las condiciones óptimas para la 

extracción de glucosinolatos mediante PLE a partir de brotes de brócoli en un 50 % de etanol y 

una temperatura de 40 °C.  

Tabla 21. Glucosinolatos totales (µg g-1 extracto) obtenidos de los subproductos de brócoli cultivar Naxos 

obtenidos mediante las condiciones óptimas de PLE.. 
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1. Antecedentes y objetivos 

La industria cosmética está experimentando a nivel mundial un rápido crecimiento debido al 

aumento de la concienciación sobre la belleza y al creciente interés por el cuidado de la salud, 

la protección de la piel y los productos cosméticos. Con la expansión de este lucrativo sector, ha 

surgido una nueva tendencia entre los consumidores de productos cosméticos naturales, 

sostenibles y de origen “verde” en lugar de sintéticos, lo que ha dado lugar a un aumento del 

mercado mundial basado en los extractos de plantas (Bouzroud et al., 2023). En este sentido, 

los subproductos procedentes de la industria agroalimentaria pueden ser útiles como fuente de 

nutrientes e ingredientes potencialmente funcionales, ofreciendo la oportunidad de obtener 

productos cosméticos de alto valor añadido. Así, como se ha descrito en el capítulo I, los 

subproductos de brócoli constituyen una fuente importante de compuestos bioactivos entre los 

que se incluyen compuestos fenólicos, carotenoides y glucosinolatos, que proporcionan 

importantes beneficios para la salud humana debido fundamentalmente a sus propiedades 

antioxidantes y anticancerígenas (Ares et al., 2013; Jang et al., 2015; Dang et al., 2019). 

La piel humana es la primera barrera de protección frente a los agentes externos que pueden 

causar daño en el organismo. Uno de los principales factores nocivos a los que se enfrenta este 

gran órgano es la radiación UV. La principal fuente de exposición a los rayos UV es la luz solar, 

siendo aquella clasificada como UV-A (400–315 nm), UV-B (315–280 nm) y UV-C (280–100 nm), 

según la longitud de onda de emisión. Los rayos UV que llegan a la piel humana son 

principalmente UV-A y UV-B. Las radiaciones UV-A y UV-B comprenden alrededor de un 10 % de 

la radiación solar antes de que éstas penetren en la atmósfera terrestre y son las únicas 

radiaciones ultravioleta que alcanzan la superficie de la Tierra. Así, la cantidad de radiación UV 

del sol que alcanza la superficie terrestre está determinada por diversos factores como el 

agujero de la capa de ozono, la altitud, latitud y elevación de la superficie, así como las 

condiciones ambientales (Narayanan et al., 2010). Incluso a pesar de que el 95 % de la UV-B sea 

filtrada por la capa de ozono, esta radiación es considerada como la más dañina y genotóxica. 

Además de a la luz UV-B, la piel se encuentra expuesta a otras fuentes de luz que pueden llegar 

a ser perjudiciales para la salud como las fuentes de luz ocupacionales y los sistemas de 

fototerapia, que son los principales responsables de quemaduras solares, foto-envejecimiento, 

daño ocular, mutaciones, generación de ROS y daño en el ADN, lo que puede llegar a causar 

cáncer de piel (Godar, 2005; Hussein, 2005; Svobodova et al., 2006). En cuanto a la UV-C, a pesar 

de que ser la radiación UV más peligrosa, puesto que es la más energética ya que abarca las 
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longitudes de onda más cortas, no presenta un riesgo real tan importante puesto que es 

prácticamente bloqueada en su totalidad por el oxígeno de la atmósfera. 

La diana principal de actuación de la radiación UV-B es la capa basal de células de la epidermis, 

siendo los queratinocitos la población celular más abundante de esta capa, por lo que se 

consideran la diana principal de los efectos de la luz UV-B (Liu et al., 2012). Los queratinocitos 

actúan como inmunocitos de la piel ya que son capaces de secretar diferentes citoquinas, 

participando así en la regulación de la respuesta inmune, por lo que este tipo de células tienen 

un papel principal en la amplificación de la cascada de inflamación en las enfermedades de la 

piel (Li et al., 2015). Así, la radiación UV-B percibida por la piel es, en gran parte, absorbida por 

los aminoácidos aromáticos del estrato córneo aunque finalmente llega al ADN de las células 

epiteliales, puesto que este es el principal cromóforo diana de este tipo de radiación (Hussein, 

2005). Una vez el ADN de los queratinocitos es afectado por la radiación UV-B, y las células se 

encuentran dañadas irreversiblemente, se desencadenan los mecanismos de apoptosis, que 

actúan como un mecanismo protector de gran importancia puesto que, de esta manera, se 

garantiza la eliminación de las células que podrían resultar potencialmente cancerígenas 

(Takasawa et al., 2005). De esta manera, el daño de la piel inducido por UV-B puede ser directo, 

debido a la absorción de la luz UV-B por las moléculas diana (membrana lipídica, proteínas y 

ADN), generando varios tipos de lesiones pro-mutagénicas como los dímeros de ciclobutano 

pirimidina y los fotoproductos (6,4) de pirimidina-pirimidinona, o indirecta, en respuesta a la 

generación excesiva de ROS (Calò & Marabini, 2014). Además, la radiación UV-B es capaz de 

aumentar la expresión génica y los niveles de secreción de interleucinas como la IL-1β, IL-6, IL-

10, la proteína quimioatrayente de monocitos (MCP-1) o el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

α) (Monfrecola et al., 2013).  

Dada la amplia variedad de efectos secundarios causados por la exposición a la radiación UV, 

reducir la cantidad de la luz UV que penetra en la piel y reforzar los mecanismos protectores 

propios de la piel es una estrategia interesante para la prevención de enfermedades de la piel, 

incluido el cáncer. Teniendo todo esto en cuenta, se han propuesto diversos métodos como 

medida para la fotoprotección de la piel y así paliar los daños provocados por la radiación UV, 

entre los que destacan la ingesta de compuestos antioxidantes capaces de eliminar los radicales 

libres que causan estos desequilibrios (Park & Lee, 2008). De esta forma, se ha establecido la 

eficacia de la ingesta de compuestos antioxidantes para proteger frente al desarrollo de cáncer 

tanto en modelos de estudio animal, como en estudios epidemiológicos en humanos (Nishigori 

et al., 2004).  
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Con estos antecedentes y para el desarrollo de este capítulo se utilizaron los extractos 

enriquecidos en compuestos bioactivos procedentes de los subproductos de brócoli Naxos 

obtenidos mediante tecnologías de extracción “verdes” como un sistema de protección frente 

al daño inducido por la radiación UV-B en una línea celular de queratinocitos no tumorigénicos 

(HaCaT) (Figura 28), por lo que los objetivos generales que se plantean son los siguientes: 

1. la caracterización del crecimiento de la línea celular de queratinocitos HaCaT 

2. el estudio del efecto fotoprotector de los extractos procedentes de subproductos de 

brócoli sobre la línea celular HaCaT expuesta previamente a la radiación UV-B.  

3. el estudio de los mecanismos protectores desencadenados por los extractos 

enriquecidos en compuestos bioactivos procedentes de los subproductos de brócoli 

sobre la línea celular HaCaT expuesta previamente a la radiación UV-B. 

4. el estudio del efecto reparador de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos 

procedentes de los subproductos de brócoli sobre la barrera de queratinocitos de piel 

dañados por heridas superficiales. 

Figura 28. Resumen gráfico de los objetivos planteados en este capítulo. 
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2. Caracterización del crecimiento de la línea celular de queratinocitos HaCaT 

Puesto que la línea celular de queratinocitos HaCaT (Figura 29) se adquirió por primera vez por 

el grupo de investigación de la Universidad de Murcia, en primer lugar, se realizó la 

caracterización del crecimiento de esta línea con el fin de determinar la fase de crecimiento, así 

como la densidad celular óptima para la realización de los ensayos posteriores.  

Figura 29. Imagen de monocapa de queratinocitos HaCaT. Aumento de 10x (A) y 20x (B). 

Para ello, se llevó a cabo la realización de la recta patrón de las células que nos mostró la relación 

entre la absorbancia y el número de células vivas mediante el ensayo colorimétrico del MTT. Las 

medidas de absorbancia se obtuvieron tras 24 h desde la siembra de diferentes densidades 

celulares (400, 800, 1.600, 6.400, 12.800, 25.600, 51.200 102.400 y 204.800 células por pocillo 

en placas de 96 pocillos) una vez realizada la incubación con MTT durante 4 h y los resultados se 

reflejan en la Figura 30. Así, como se observa en la Figura 30, existe una relación de tipo sigmoide 

entre el número de células en cultivo y el valor de absorbancia, siendo la fórmula de la curva 

obtenida: 

𝑦 =
𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚 + (𝑇𝑜𝑝 − 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚)

1 +
𝐸𝐶50
𝑥

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒  

En donde: 

y: absorbancia; Bottom: absorbancia mínima; Top: absorbancia máxima; EC50: número de 

células que presenta la mitad de la absorbancia máxima; slope: pendiente; x: número de células. 

Como se puede observar de la curva obtenida (Figura 30A), las densidades celulares más bajas 

(400 y 800 células/pocillo) apenas mostraron cambios en la medida de absorbancia a 570 nm 

(0,11 y 0,14 unidades de absorbancia (UA)), respectivamente). A partir de 3.200 células/pocillo, 

los valores de absorbancia comenzaron a incrementarse de manera exponencial desde las 0,36 
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UA hasta aproximadamente 3,2 UA (correspondiente a 102.400 células por pocillo), donde se 

observó una saturación en la medida de absorbancia. Los parámetros de esta recta patrón 

(Figura 30B) permitieron determinar al rango de absorbancia en el que se deben encontrar las 

células a la hora de realizar los ensayos, y que se situó en el rango de 0,4-2,9 UA 

(correspondiente a 3.500 y 80.000 células respectivamente), densidades celulares entre las 

cuales se realizaron los siguientes experimentos.  

Figura 30. Recta patrón de la absorbancia de las células (A) y parámetros de la recta (B) 

2.1 Curva de crecimiento de HaCaT 

Una vez determinado el número máximo de células por pocillo que podíamos detectar usando 

el ensayo de MTT en placas de 96 pocillos, se llevó a cabo la determinación del perfil de 

crecimiento en la línea celular HaCaT, previamente establecida a lo largo de los subcultivos, 

utilizando diferentes densidades celulares de partida (400, 800, 1.600, 3.200, 6.400 y 12.800 

células/pocillo en placas de 96 pocillos). Para ello, se determinó la viabilidad celular de las placas 

sembradas desde el inicio del cultivo hasta las 120 h. 

Como se observa en la Figura 31, en las densidades celulares más bajas (400, 800 y 1.600 células 

por pocillo) apenas se observó proliferación celular. Este hecho fue el esperado puesto que se 

usó una densidad de siembra inicial por debajo de la recomendada por el distribuidor de la línea 

celular, que para el caso de las placas de 96 pocillos era de 3.200 células/pocillo. Con 1.600 

células por pocillo, se observó una diferencia significativa en la absorbancia con respecto a las 

densidades anteriores, aunque la fase lag se extendió en el tiempo, hasta aproximadamente las 

72 h, momento a partir del cual comenzó a observarse un ligero aumento del crecimiento. A 

partir de 3.200 y 6.400 células/pocillo como inóculo inicial y tras 24 h desde la siembra, las 

células se encontraban en la fase exponencial de crecimiento que se extendió más allá de las 
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120 h, a diferencia de lo que ocurrió con el inoculo de 12.800 células por pocillo, en las cuales, 

tras 96 h se observó una desaceleración del crecimiento, encontrándose en ese momento en 

una fase estacionaria del crecimiento. 

Figura 31. Curvas de crecimiento de la línea celular de HaCaT a diferentes densidades celulares (400, 800, 

1.600, 3.200, 6.400 y 12.800 células/pocillo). Los valores representados son las medias ± DE de seis 

réplicas independientes. 

A partir de los resultados obtenidos de las curvas de crecimiento, se determinaron los 

parámetros característicos del crecimiento celular, tiempo de duplicación (DT) y velocidad 

máxima de crecimiento (Vmáx) a partir de los datos correspondientes de las células que se 

encontraban en fase de crecimiento exponencial (Tabla 22). Como se observa en la Tabla 22, el 

mayor DT se produjo cuando se utilizó como inoculo inicial una densidad celular ≤ a 1.600 células 

por pocillo (1,29 días (d) para 400 y 800 células/pocillo y 1,36 d para el inóculo de 1.600 

células/pocillo), mientras que a densidades celulares > de 1.600 células por pocillo, el DT se 

redujo significativamente hasta los 1,02 d para la concentración más alta de células (12.800 

células por pocillo). Además, estos resultados se correlacionaron con los resultados obtenidos 

de las curvas de crecimiento (Figura 31) puesto que, a esas densidades celulares elevadas, la 

duración de la fase lag se produjo en las primeras 24 h desde la siembra de las células, 

alcanzándose mucho antes la fase de crecimiento activo y, por tanto, al ser mayor la cantidad 

de células, éstas proliferaron más rápidamente hasta llegar a la máxima confluencia. En el caso 

de la Vmáx, esta fue inversamente proporcional al DT, obteniéndose la mayor Vmáx en las curvas 

de crecimiento con los inóculos iniciales más elevados, siendo estas 0,61, 0,58 y 0,68 d-1 para 

3.200, 6.400 y 12.800 células/pocillo, respectivamente.  
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Tabla 22. Parámetros de caracterización del crecimiento de la línea celular HaCaT calculados a partir de 

los datos de las curvas de crecimiento. DT: tiempo de duplicación; Vmáx: velocidad máxima de crecimiento. 

Diferentes letras indican diferencias significativas entre los valores de cada columna de acuerdo con la 

prueba de Tukey (p < 0,05). 

Por tanto, los resultados obtenidos a partir de las curvas de crecimiento permitieron seleccionar 

una densidad celular de 5.000 células por pocillo como inoculo inicial óptimo para la realización 

de los ensayos de bioactividad de los extractos puesto que, densidades celulares entre 3.200 y 

6.400 células por pocillo, se podían mantener en crecimiento durante 24 h, tiempo necesario 

para que las células superen la fase lag y se encuentren en la fase óptima de crecimiento activo 

para llevar a cabo la adición de los extractos, momento en el cual tiene lugar la metabolización 

de los compuestos bioactivos presentes en los extractos objeto de estudio. Además, las células 

se podían mantener en cultivo hasta pasadas 96 h más, sin que alcanzasen la confluencia, 

momento en el cual se realizan las determinaciones de la viabilidad celular mediante el ensayo 

del MTT.  

3. Estudios de citotoxicidad de los extractos y de la luz UV-B 

Una vez establecida la concentración adecuada de siembra de la línea celular de queratinocitos, 

se llevaron a cabo los ensayos de citotoxicidad con el fin de determinar aquellas concentraciones 

de los extractos y de dosis de luz UV-B que provocaban un efecto inhibitorio sobre el crecimiento 

de las células HaCaT.  

3.1 Citotoxicidad de los disolventes  

Dada la naturaleza apolar de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos obtenidos de 

la SFE, los extractos optimizados obtenidos a partir de subproductos de brócoli NX (SFE-NX) se 

disolvieron en dos disolventes: etanol y DMSO, por lo que para descartar que el efecto 

inhibitorio observado sobre el crecimiento de los queratinocitos se debiese al disolvente, se 

evaluó la capacidad citotóxica de estos dos disolventes. Para ello, las células HaCaT se sembraron 

a una densidad inicial de 5.000 células por pocillo en microplacas de 96 pocillos y se incubaron 

durante 24 h. Después de 24 h, los disolventes se añadieron a los pocillos en diferentes 

concentraciones (rango de 0 a 1 %) en el medio de cultivo y tras otras 24 h, se determinó la 

Inóculo inicial 
(células/pocillo) 

DT (d) Vmáx (d-1) 

400 1,29 ab 0,54 bc 

800 1,29 ab 0,54 bc 

1.600 1,36 a 0,51 c 

3.200 1,14 bc 0,61 ab 

6.400 1,20 ab 0,58 bc 

12.800 1,02 c 0,68 a 
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viabilidad celular mediante el método MTT. Los resultados obtenidos (Figura 32) mostraron que 

la exposición de las células HaCaT a concentraciones de etanol ≥ 0,25 % provocaban un descenso 

significativo de la viabilidad celular. Así, a partir de una concentración de 0,25 % de etanol, la 

viabilidad celular se redujo hasta un 87 % con respecto al control y continuó disminuyendo de 

manera dosis-dependiente, llegando a reducirse hasta un 79 % y un 74 % cuando se usaron las 

concentraciones más altas de 0,5 % y 1 %, respectivamente. Sin embargo, al ser expuestas a 

DMSO, las células no presentaron una reducción significativa de la viabilidad hasta la 

concentración de 0,5 %, en donde las células alcanzaron el 80 % de la viabilidad con respecto al 

control. En consecuencia, y debido a que los extractos presentaban una mayor solubilidad en 

DMSO, se seleccionó este como disolvente más adecuado de los extractos para la realización de 

los ensayos posteriores y se utilizó DMSO a una concentración que, en ningún caso, superó el 

0,5 % en los pocillos. 

Figura 32. Efecto de diferentes porcentajes de dimetilsulfóxido (DMSO) y de etanol en la viabilidad celular 

de los queratinocitos HaCaT. Los valores se dan como el promedio ± DE de seis réplicas. * p < 0,05; ** p < 

0,01, ***; p < 0,001. 

3.2 Citotoxicidad de los extractos de Naxos obtenidos mediante fluidos supercríticos  

Una vez seleccionado el DMSO como disolvente para los extractos, se llevó a cabo la evaluación 

del efecto citotóxico de diferentes concentraciones de los extractos SFE-NX a lo largo del tiempo 

(Figura 33). Para ello, los queratinocitos se sembraron en las condiciones descritas en la sección 

anterior y posteriormente, los extractos SFE-NX se añadieron a los pocillos para lograr 

concentraciones finales que oscilaron entre 0 y 200 µg de extracto ml-1 (que se correspondía con 

46 µg de compuestos bioactivos ml-1). Los extractos se incubaron durante 12, 24 y 48 h antes de 

determinar la viabilidad celular. Según el análisis ANOVA (Figura 33B), la viabilidad celular se vio 

significativamente afectada por la concentración del extracto, el tiempo de exposición y la 
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interacción entre ambos factores. Como se muestra en la Figura 33A, los extractos SFE-NX 

resultaron ser ligeramente citotóxicos hasta 50 µg de extracto ml-1, reduciéndose la viabilidad 

celular en torno al 91 % después de 12 h de tratamiento. Sin embargo, se observó una 

disminución significativa en la viabilidad celular cuando las células HaCaT se expusieron a 

concentraciones de extracto superiores a 50 µg de extracto ml-1 durante 24 h (~83 %), mientras 

que los extractos SFE-NX fueron citotóxicos a concentraciones superiores a 100 µg de extracto 

ml-1 a las 48 h, en donde la viabilidad celular se redujo hasta en un 88 %. La toxicidad de los 

extractos alcanzó un máximo a las 24 h, mostrando el valor de IC50 más bajo (256 µg extracto ml-

1) con respecto a las 12 h (850 µg extracto ml-1) y 48 h (1805 µg extracto ml-1) después del 

tratamiento. 

Figura 33. (A) Viabilidad de las células HaCaT tras 12, 24 y 48 h de exposición a los extractos obtenidos 

mediante fluidos supercríticos de Naxos. (B) Análisis de varianza ANOVA de las variables independientes 

de la viabilidad temporal a diferentes concentraciones de extractos. Los datos muestran la media ± DE de 

seis réplicas independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p 

< 0,001. SS, suma de cuadrados; Df, grados de libertad; MS, media cuadrada; R2, coeficiente de correlación 

cuadrática. 
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3.3 Citotoxicidad de la luz UV-B  

Uno de los principales agentes causantes del envejecimiento de la piel es la luz UV, 

particularmente la luz UV-B, que es el componente más dañino de la radiación solar que llega a 

la superficie de la Tierra provocando una amplia gama de lesiones en la piel, incluida la 

inflamación, el fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis (Afaq & Mukhtar, 2006). Para 

comprobar los efectos de la radiación UV-B sobre la viabilidad de los queratinocitos, se llevó a 

cabo un estudio de la toxicidad de diferentes dosis de luz UV-B en las células HaCaT con el fin de 

determinar la dosis a la cual se producía un descenso significativo de la viabilidad celular sin 

llegar a ser letal. Para ello, en primer lugar, las células HaCaT se expusieron a dosis específicas 

de luz UV-B (0, 25, 50, 100, 500 y 1.000 mJ cm−2) y se incubaron durante 24 h antes de proceder 

a determinar la viabilidad celular. Como se muestra en la Figura 34, la exposición a la luz UV-B 

resultó en una reducción significativa de la viabilidad de las células HaCaT de manera 

dependiente de la dosis. Así, cuando se aplicó una dosis de 50 mJ cm−2 a las células HaCaT, se 

observó un descenso de la viabilidad hasta alcanzar un 47 % de células vivas con respecto a las 

células sin irradiar (0 mJ cm-2). Este descenso se vio aún más afectado al aumentar la dosis de 

radiación, bajando hasta un 6 % de la viabilidad del control cuando se expuso a 100 mJ cm−2, ~5 

% al aumentar hasta 500 mJ cm−2y en torno al 100 % de mortalidad con dosis de 1.000 mJ cm−2. 

Dado que la dosis de luz UV-B de 50 mJ cm−2 redujo la viabilidad celular en más del 50 %, se 

seleccionó esta dosis para experimentos posteriores, que además, resultaría ser una dosis el 

doble de la requerida para producir el eritema en pieles de foto tipo II tras 24 h (Chiron de la 

Casinière & Cachorro, 2008). 

Figura 34. Viabilidad de células HaCaT crecidas en monocapa 24 h después la exposición a diferentes dosis 

de radiación UV-B. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los valores según la prueba de 

Tukey. Los datos están dados por la media de cuatro réplicas ± DE. Diferentes letras indican diferencias 

significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05). 
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Se ha determinado que los efectos de muerte celular en células HaCaT inducidos por la radiación 

UV-B se encuentran mediados por la modulación de la expresión de caspasas entre otros 

marcadores de estrés y apoptosis. La apoptosis por la luz UV-B parece que está mediada 

principalmente por la vía intrínseca (o mitocondrial) y la extrínseca, que se caracterizan por una 

regulación al alza de las caspasas-8 y -9, respectivamente (Park & Jang, 2014). Takasawa et al., 

(2005) ya determinaron que la dosis de UV-B desde la que empiezan los procesos de apoptosis 

en queratinocitos HaCaT fue 50 mJ cm-2, a partir de la cual se comenzaron a observar diferencias 

en la morfología de las células, mostrando éstas una forma redondeada y despegada de la 

superficie de crecimiento. Esta dosis, a partir de la cual se aprecia apoptosis, coincide con la 

determinada con Monfrecola et al. (2013) quienes también observaron un descenso de la 

viabilidad en células HaCaT tratadas con 50, 100 y 150 mJ cm−2. Incluso otros estudios han 

propuesto como modelo in vitro de inflamación, células HaCaT irradiadas con 50 mJ cm−2 de luz 

UV-B puesto que el transcriptoma que presentan es muy similar al que se encuentra en modelos 

in vivo de piel inflamada (Xiao et al., 2021).  

3.4 Citotoxicidad de la luz UV-B en queratinocitos pretratados con extractos 

optimizados obtenidos mediante fluidos supercríticos a partir de subproductos de 

brócoli 

Tras comprobar las concentraciones del extracto SFE-NX (≤ 10 µg extracto ml-1) y el tiempo de 

exposición (12 h) que no reducían significativamente la viabilidad celular (Figura 33A), se probó 

el efecto citoprotector de los extractos SFE-NX en células HaCaT expuestas a la luz UV-B. Para 

ello, los queratinocitos se sometieron a un pretratamiento con diferentes concentraciones de 

los extractos SFE-NX, que oscilaron entre 0 y 10 µg de extracto ml-1 durante 12 h y a 

continuación, se irradiaron con luz UV-B (0, 25 y 50 mJ cm−2), determinándose la viabilidad 

celular 24 h después de la irradiación. Los efectos de los extractos de SFE-NX sobre la 

citotoxicidad de la luz UV-B se muestran en la Figura 35. Según el análisis ANOVA, la viabilidad 

de las células HaCaT se vio significativamente afectada tanto por la irradiación con luz UV-B, 

como por la concentración de extracto SFE-NX y la interacción entre ambos factores. Así, la 

viabilidad de las células HaCaT disminuyó significativamente después de la irradiación con luz 

UV-B con respecto a las células no irradiadas. Tras la exposición a dosis bajas de luz UV-B (25 mJ 

cm-2), el pretratamiento de los queratinocitos con el extracto SFE-NX incrementó la viabilidad de 

las células irradiadas de manera dosis-dependiente y no se observaron diferencias significativas 

con respecto a las células control (0 µg de extracto ml-1) así como en las células tratadas con 

quercetina (p > 0,05) a 10 µg ml-1. Estos resultados sugieren que una alta concentración de 

extracto SFE-NX (10 µg ml-1) podría tener un efecto citoprotector sobre las células HaCaT 
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expuestas a la luz UV-B. Por el contrario, tras la irradiación con altas dosis de luz UV-B (50 mJ 

cm-2), no se detectaron efectos positivos sobre la viabilidad celular, incluso en presencia de una 

alta concentración de extracto. 

Figura 35. Viabilidad celular de los queratinocitos HaCaT pretratados con diferentes concentraciones de 

extracto SFE-NX (0,01, 0,1, 1 y 10 µg de extracto ml-1) 24 h después de su exposición a luz UV-B (25 y 50 

mJ cm-²). Q: quercetina (30 µg ml-1), control positivo. Los datos muestran la media de dos experimentos 

con cinco réplicas cada uno ± DE. Diferentes letras indican diferencias significativas de acuerdo con la 

prueba de Tukey (p < 0,05). 

Varios estudios han demostrado el efecto protector de los extractos de plantas contra la 

radiación UV-B. En ese sentido, Shibata et al. (2010) mostraron que el pretratamiento de las 

células HaCaT con SFN (1 - 25 µM), isotiocianato encontrado en vegetales del género Brassica, 

dio lugar a una recuperación de la pérdida de viabilidad inducida por la luz UV-B (50 mJ cm-²) y 

suprimió la secreción de IL-6, un marcador inflamatorio cuya producción aumenta después de 

la exposición a este tipo de radiación. Asimismo, estudios realizados por Park et al. (2014) 

demostraron que los extractos de Gardenia jasminoides (100 µg ml-1) tuvieron un efecto 

protector contra la muerte celular inducida por la luz UV-B en células HaCaT expuestas a 10 mJ 

cm-², mientras que los extractos de Phellodendro amurense y Rheum rhabarbarum tuvieron 

poco o ningún efecto citoprotector, respectivamente, en estas condiciones. Además, Vostálová 

et al. (2010) evaluaron el potencial de un extracto de Prunella vulgaris enriquecido con ácido 

rosmarínico para suprimir las alteraciones inducidas por la luz UV-B en queratinocitos HaCaT. 

Estos autores también observaron que el pretratamiento con extractos de P. vulgaris producía 

un efecto protector sobre las células HaCaT irradiadas con luz UV-B. Del mismo modo, Zaid et 

al. (2007) demostraron que el pretratamiento de este tipo de células con extractos de fruta de 

granada ricos en polifenoles (10-40 µg·ml-1) inhibió la reducción de la viabilidad celular mediada 

por la luz UV-B (15-30 mJ cm-²) mediante el aumento del contenido intracelular de glutatión y 

disminuyendo tanto la peroxidación lipídica como los marcadores de fotoenvejecimiento, 

protegiendo así las células HaCaT del estrés oxidativo inducido por luz UV-B. Calò & Marabini 
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(2014) también demostraron que los extractos enriquecidos en polifenoles y antocianinas de 

Vaccinium myrtillus fueron capaces de reducir la citotoxicidad y genotoxicidad inducidas por 

dosis más bajas de radiación UV-B (32–64 mJ cm-²). 

4. Aplicaciones cosméticas de los extractos en células de queratinocitos 

4.1 Efecto de los extractos de subproductos de brócoli sobre la producción 

intracelular de ROS en queratinocitos HaCaT expuestos a UV-B 

Los rayos UV-B absorbidos por las células epidérmicas causan daños en el ADN, aumentan el 

estrés oxidativo, las ROS y conducen al envejecimiento prematuro de la piel (Ansary et al., 2021). 

Las ROS son consideradas como uno de los indicadores más estudiados y descritos del estrés 

oxidativo en células humanas (Piechowiak et al., 2021). Así, la generación de ROS inducida por 

la radiación UV juega un papel muy importante en el envejecimiento de la piel, la inflamación y 

la foto carcinogénesis ya que la producción excesiva de ROS puede romper el equilibrio celular 

prooxidante/antioxidante y provocar estrés oxidativo en los queratinocitos y los fibroblastos de 

la piel (Song & Gao., 2014; Oh et al., 2019). Asimismo, las ROS inducen la apoptosis en los 

queratinocitos humanos para proteger contra los daños irreversibles en el ADN, previniendo la 

acumulación de células anormales, que pueden provocar tumores malignos en la piel. Los 

efectos nocivos de las ROS en la piel generalmente son anulados por el mecanismo de defensa 

antioxidante del cuerpo que consiste en la activación de enzimas antioxidantes y de moléculas 

depuradoras de radicales libres. 

Numerosos estudios han demostrado que los extractos de plantas con propiedades 

antioxidantes pueden atenuar la generación de ROS reduciendo el fotoenvejecimiento y la 

fotocarcinogénesis de la piel inducidos por los rayos UV (Simitzis, 2018). Por ello, dado que la 

mayor parte del daño de la piel que se produce por la radiación UV-B prolongada está asociada 

con ROS y la inflamación relacionada con ROS, se evaluó el posible efecto citoprotector del 

extracto SFE-NX sobre el estrés oxidativo inducido por la luz UV-B con el fin de elucidar los 

mecanismos de protección subyacentes en las células HaCaT. Para ello, en primer lugar, se 

evaluaron los niveles de ROS intracelulares utilizando una sonda fluorescente DHCF-DA. Los 
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valores de fluorescencia obtenidos tras la exposición de la monocapa de células HaCaT a luz UV-

B (50 mJ cm-2) con o sin pretratamiento con los extractos SFE-NX se muestran en la Figura 36.  

Figura 36. (A) Unidades relativas de fluorescencia (veces del control) de las células HaCaT debido a las 

especies reactivas de oxígeno (ROS) producidas en ausencia y presencia de radiación ultravioleta B a 50 

mJ cm-² sometidas o no a un pretratamiento durante 24 h con los extractos. Los datos están dados como 

la media de dos experimentos con seis réplicas cada uno ± DE. Diferentes letras indican diferencias 

significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05). (B) Análisis de varianza ANOVA de la 

concentración de los extractos y la presencia o no de luz UV-B sobre las unidades relativas de fluorescencia 

(RFU). *Coeficientes significativos (p < 0,001). SS, suma de cuadrados; Df, grados de libertad; MS, media 

cuadrada; R2, coeficiente de correlación cuadrática. 

Los resultados mostrados por el análisis ANOVA (Figura 36B) indicaron que tanto la 

concentración de los extractos como la exposición a la radiación UV-B (50 mJ cm-2) 

individualmente o en combinación fueron capaces de afectar de manera significativa a los 

niveles intracelulares de ROS (p-value = 0,000). De esta forma, como muestra la Figura 36A, la 

exposición a la luz UV-B (50 mJ cm-2) aumentó significativamente la generación de ROS siendo 

del orden de 2,8 veces mayor con respecto a las células no irradiadas. Sin embargo, en células 

irradiadas con luz UV-B, el pretratamiento con el extracto SFE-NX redujo significativamente la 

generación intracelular de ROS a todas las concentraciones ensayadas (entre 0,1 y 50 µg ml-1), 

observándose la mayor reducción en los niveles intracelulares de ROS tras el pretratamiento de 

las células HaCaT con 50 µg ml-1 de extracto y expuestas a la luz UV-B. En estas condiciones, se 
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alcanzaron los niveles basales de ROS de las células control, es decir, aquellas células no 

expuestas a la radiación UV ni a los extractos, siendo incluso este efecto mayor que en células 

pretratadas con quercetina, indicando que el extracto SFE-NX actúa como un secuestrador de 

radicales libres.  

Resultados similares fueron obtenidos por Jaisin et al. (2020), quienes consiguieron observar un 

aumento significativo de los niveles de ROS, hasta 1,6 veces más que el control, en células HaCaT 

expuestas a 40 mJ cm-2 de radiación UV-B, siendo capaces de revertir el efecto de la luz UV hasta 

niveles del control, cuando las células fueron tratadas con piperina. Otros compuestos 

antioxidantes como la afzelina o la fisetina también demostraron tener el mismo efecto reductor 

en la generación de ROS, de manera dosis-dependiente, en células expuestas a luz UV-B (20 mJ 

cm-2) y a peróxido de hidrógeno, respectivamente (Shin et al., 2013; Seo & Jeong, 2015).  

4.2 Efecto de los extractos de subproductos de brócoli sobre la expresión de genes 

relacionados con la inflamación en queratinocitos HaCaT expuestos a luz UV-B  

La respuesta aguda de la piel frente a la exposición a la radiación UV es la inflamación, como 

eritema y edema, y el daño mitocondrial y del ADN causado por ROS (Park et al., 2018). Las ROS 

son un subproducto del metabolismo del oxígeno y está involucrado en muchas funciones 

fisiológicas, como la señalización celular, la activación de mecanismos de defensa frente a 

patógenos y la proliferación celular. Sin embargo, la exposición de la piel a los rayos UV puede 

producir mayores cantidades de ROS, lo que provoca un desequilibrio entre la producción de 

estas y los mecanismos de defensa antioxidantes, generando un estrés oxidativo. Este estrés 

oxidativo puede aumentar a su vez la producción de ROS iniciándose tanto la inflamación como 

la activación de citoquinas proinflamatorias como la interleucina-2 (IL-2), la interleucina-6 (IL-6) 

y el factor de necrosis tumoral (TNF-α), que involucran múltiples vías, incluido el del factor 

nuclear kappa B activado (NF-kB), entre otros (Kammeyer & Luiten, 2015; Ansary et al., 2021). 

Todos estos compuestos generados durante la inflamación actúan como oxidantes y promueven 

a su vez la aparición de ROS, por lo que incrementan el estrés oxidativo convirtiéndose en una 

especie de circulo vicioso. Además, todo en conjunto, juega un papel importante en la aparición 

de cáncer de piel puesto que es capaz de transformar una queratosis solar benigna en un 

carcinoma de células escamosas puesto que incrementaría el daño oxidativo al ADN (Nishigori 

et al., 2004; Svobodova et al., 2006). 

Con la finalidad de evaluar si el pretratamiento con extractos procedentes de subproductos de 

brócoli era capaz de reducir el estrés oxidativo causado por la exposición a la luz UV-B en las 
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células HaCaT, se determinaron los perfiles de transcripción de algunos genes que codifican para 

diferentes citoquinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α y COX-2) mediante qRT-PCR. El 

efecto de diferentes concentraciones de los extractos SFE-NX sobre la expresión de mediadores 

inflamatorios inducidos por la luz UV-B en las células HaCaT se muestra en la Figura 37. El análisis 

ANOVA reveló que tanto el tiempo como la concentración de los extractos SFE-NX y la radiación 

UV-B afectaron de manera significativa a la expresión de los genes IL-1β (Figura 37A), IL-6 (Figura 

37B), TNF-α (Figura 37D) y COX-2 (Figura 37E). Sin embargo, la irradiación con UV-B no afectó a 

la expresión del gen IL-8 (Figura 37C) (valor de p = 0,224) aunque la expresión de este gen sí que 

se vio estadísticamente afectada por el tiempo y la concentración de extracto empleada. 

Además, la interacción de los diferentes factores (tiempo x concentración de los extractos y 

tiempo x radiación UV-B) también mostraron tener efectos significativos en el perfil de expresión 

de todos los genes estudiados (valor de p = 0,000). 

En cuanto al análisis del perfil de expresión del gen IL-1β (Figura 37A), se observó claramente un 

aumento significativo en la acumulación de transcritos tras la exposición a la luz UV-B, tanto en 

células no tratadas como en las tratadas con las diferentes concentraciones de extracto SFE-NX. 

Así, tras la exposición de los queratinocitos a la luz UV-B, el máximo nivel de expresión del gen 

IL-1β se alcanzó tras 14 h desde la irradiación, momento en el que la acumulación de transcritos 

resulto ser del 9 veces superior al control sin irradiar a ese tiempo. Teniendo en cuenta el tiempo 

de máxima expresión del gen IL-1β tras la exposición a la luz UV-B (14 h), se puede observar, que 

el pretratamiento con concentraciones de extracto ≤ 50 µg ml-1 redujo significativamente la 

expresión de este gen siendo ésta del orden de 6 veces inferior con respecto al tratamiento 

control (expuestas solo a la luz UV) y ligeramente superior al efecto observado tras el 

pretratamiento con quercetina a ese tiempo. Además, la mayor concentración de extracto 

empleada (50 µg ml-1) produjo un incremento significativo en el nivel de expresión del gen IL-1β 

tras 14 h de exposición a la luz UV, pero ese incremento fue incluso menor que el observado tras 

la exposición a la luz UV en ausencia de extracto.  

Del mismo modo, se analizó el perfil de expresión del gen correspondiente a la citoquina 

proinflamatoria IL-6 (Figura 37B). Al igual que ocurría con la expresión el gen IL-1β, el 

tratamiento con luz UV-B incremento considerablemente el nivel de expresión tras 14 h desde 

la irradiación alcanzándose en ese punto una acumulación de transcritos del orden de 150 veces 

superior a las células no irradiadas. También a ese tiempo, la expresión del gen IL-6 disminuyó 

significativamente tras el pretratamiento con las diferentes concentraciones de extracto siendo 

este descenso más acusado tras el pretratamiento con 1 µg ml-1 de extracto, cuya acumulación 



  Capítulo II 

119 

de transcritos fue 12,5 veces inferior al de queratinocitos expuestos solo a la luz UV, aunque en 

ningún caso se llegó a alcanzar el nivel de protección inducido por la quercetina. 

Figura 37. Variación de la expresión relativa (veces del control) de los genes que codifican para citoquinas 

proinflamatorias IL-1β (A) IL-6 (B), IL-8 (C), TNF-α (D) y COX-2 (E) en células HaCaT pretratadas con 

diferentes concentraciones de extracto SFE-NX (0,1, 1, 10 y 50 µg extracto ml-1) tras 2, 8, 14 Y 24 h desde 
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la exposición a 50 mJ cm-2 de luz UV-B. Q: quercetina 30 µg ml-1. Los valores muestran la media ± DE de 

tres réplicas independientes. El control UV-B (-) con valor de referencia = 1 se utilizó para normalizar los 

niveles de expresión relativos de cada gen. Los niveles de transcritos se calcularon usando el gen GAPDH 

como control interno). Valores F de ANOVA de dos vías significativos al 99,9 % (***).  

Asimismo, evaluamos la capacidad del extracto SFE-NX para modular la expresión génica de TNF-

α en células HaCaT después de la irradiación con UV-B (Figura 37D). Al igual que en los casos 

anteriores, la expresión del gen TNF-𝛼 también aumentó después de la irradiación de los 

queratinocitos con luz UV-B observándose dos picos máximos de expresión a las 2 y 14 h después 

de la irradiación. Así, tras las primeras 2 h se observó un aumento de hasta 4,45 veces la 

expresión en las células irradiadas con respecto a las no expuestas a la luz UV. Este aumento se 

mantuvo en los queratinocitos pretratados con los extractos SFE-NX e irradiados con luz UV-B, 

pero no ocurrió así en las células con quercetina, la cual presentó una mayor efectividad en 

revertir la inducción de la expresión del gen TNF-𝛼 tras la exposición a la luz UV, alcanzando 

valores de expresión similares a las células sin tratar. Sin embargo, tras 14 h desde la exposición 

a la luz UV, el aumento en 5 veces en la expresión del ARNm de TNF-𝛼 inducido por la luz UV-B 

fue fuertemente regulado de manera negativa por el extracto SFE-NX a cualquier concentración, 

y casi restablecido por completo tras el pretratamiento con el extracto manteniéndose ese 

efecto hasta las 24 h. El TNF-𝛼 está involucrado en el inicio y la promoción de la vía inflamatoria 

posterior a la exposición a luz UV-B: ejerce efectos pleiotrópicos, incluida la modulación de las 

moléculas de adhesión celular, la promoción de la apoptosis y la activación de los linfocitos 

(Bashir et al., 2009). Por lo tanto, el pretratamiento con extracto SFE-NX, incluso a baja 

concentración, es suficiente para revertir el estado inflamatorio ya establecido.  

Finalmente, se llevó a cabo el estudio del perfil de expresión del gen que codifica para la 

ciclooxigenasa COX-2 (Figura 37E). Como se observa en la Figura 37, la exposición de los 

queratinocitos a la luz UV-B incrementó significativamente la expresión de esta citoquina, 

produciéndose la mayor acumulación de transcritos, tras 8 y 14 h después de la irradiación. En 

esos tiempos, los niveles de expresión del gen COX-2 fueron del orden de 4,6 y 39 veces 

superiores a las células no expuestas a la luz UV-B, indicando claramente una respuesta 

inflamatoria después de la irradiación de UV-B en las células HaCaT. El aumento en la expresión 

del gen COX-2 observado tras 8 h desde exposición a la luz UV fue significativamente revertido 

tras el pretratamiento con el extracto SFE-NX a todas las concentraciones ensayadas, 

observándose el mayor efecto cuando se aplicó a una concentración de 50 µg ml-1, mostrando 

además un efecto similar al obtenido tras el pretratamiento con quercetina cuyo niveles de 

expresión se redujeron en torno a 9 veces con respecto a las células control (expuestas a la luz 
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UV-B en ausencia de pretratamiento). Por el contrario, tras 14 h desde la irradiación, el efecto 

inflamatorio inducido por la luz UV-B solo fue parcialmente revertido con el pretratamiento con 

los extractos SFE-NX ya que se observó un aumento del nivel de expresión de COX-2 conforme 

se incrementaba la concentración de extracto, siendo en este caso la concentración de 0,1 µg 

ml-1 la que mostró una mayor eficacia frente el estrés causado por la luz UV, reduciéndose la 

expresión en torno a 1,64 y 14 veces con respecto a las células pretratadas con quercetina y 

células control, respectivamente. 

Los resultados obtenidos han demostrado que la radiación UV-B (50 mJ cm-2) es capaz de afectar 

de manera significativa a la regulación de los genes que codifican para las citoquinas 

proinflamatorias estudiadas a excepción de la IL-8. Esto contrasta con otros estudios llevados a 

cabo en los que la irradiación de células HaCaT con luz UV-B (con dosis que oscilaron entre los 5 

y 100 mJ cm-2) sí que produjo un efecto positivo sobre la regulación del gen de esta citoquina 

(Monfrecola et al., 2013; Lembo et al., 2014; Jaisin et al., 2020; Lee et al., 2020). Esto puede 

deberse a que el perfil de expresión y secreción de citoquinas sea dependiente tanto de la dosis 

administrada de radiación UV como de otras condiciones variables a la hora de llevar a cabo los 

ensayos, como el tipo de células, número de pases, tiempo en cultivo, etc. (Li et al., 2015).  

Por otro lado, existen numerosos estudios llevados a cabo para la búsqueda tanto de 

compuestos puros como de extractos vegetales complejos que posean potencial para atenuar 

la expresión de estos marcadores de inflamación en células de piel expuestas a radiación UV-B. 

Algunos ejemplos son: la piperina (un alcaloide con propiedades antioxidantes que se encuentra 

en la pimienta), que ha demostrado su eficacia para disminuir la expresión de IL-6 e IL-8, además 

de inhibir la síntesis de COX-2/prostaglandinas (PGE2) (Jaisin et al., 2020); la fisetina también fue 

capaz de inhibir la producción de óxido nítrico (NO), PGE2, IL-1β, IL-6, así como la expresión de 

iNOS y COX-2 y la activación de NF-κB en células HaCaT, en este caso, tratadas con TNF-α (Seo 

& Jeong, 2015); flavonoides como la afzelina también mostraron capacidad para inhibir la 

peroxidación lipídica y las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) inducidas por UV-B, además de ser 

capaces de reducir la expresión de IL-6 y TNF-α en las mismas células (Shin et al., 2013). Otros 

compuestos como el ácido rosmarínico también han mostrado poseer efecto protector llegando 

a reducir de manera significativa la expresión de IL-6, IL-8, MCP-1 y TNF-α (Lembo et al., 2014); 

la curcumina también fue capaz de regular negativamente la expresión de citoquinas 

proinflamatorias como la IL-1β, IL-6 y TNF-α (Cho et al., 2007) o la nicotinamida (la forma amida 

de la vitamina B3, presente en el brócoli) que fue capaz de revertir el aumento de la expresión 

de IL-6 y TNF-α en queratinocitos expuestos a UV-B (Monfrecola et al., 2013). Asimismo, 
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también se ha investigado el uso de extractos vegetales ricos en compuestos con actividad 

antioxidante para su uso como agentes terapéuticos capaces de paliar los procesos inflamatorios 

de la piel. Así, estudios realizados por Engel et al. (2007) demostraron que el tratamiento tópico 

con extractos de Usnea barbata (un liquen) en afecciones inflamatorias de la piel provocadas 

por radiación UV-B podría resultar beneficioso, ya que su uso sobre queratinocitos HaCaT 

provocó la disminución de PGE2, así como de la proteína COX-2. Asimismo, el uso de extractos 

etanólicos de Sanguisorba officinalis L. en queratinocitos redujo la expresión de IL-8 tanto a nivel 

de proteína como de ARNm (Yang et al., 2015); o los extractos de granada ricos en elagitaninos, 

los cuales fueron capaces de inhibir la producción de radicales libres en la piel y de disminuir la 

expresión de COX-2, protegiéndola de los daños al ADN y disminuyendo así el riesgo de padecer 

cáncer de piel (Ismail et al., 2016). El extracto de Laminaria japónica fue capaz de disminuir la 

expresión de COX-2, de la metaloproteinasa-9 (MMP-9) y de PGE2, así como de las citoquina IL-

8 y de TNF-α, inducidas por la radiación UV-B (Lee et al., 2020). También extractos de hoja de 

higuera (ricos en polifenoles y compuestos antioxidantes) fueron capaces de reducir los niveles 

de expresión de genes relacionados con la inflamación como TNF-α (Turkoglu et al., 2017). 

Incluso, existen estudios clínicos que han probado el efecto beneficioso de compuestos 

cuantificados en nuestros extractos, como el caso del dl-α-tocoferol, que poseen efectos 

fotoprotectores frente al daño causado por la radiación UV-B (Lin et al., 2008; Murray et al., 

2008) o la aplicación tópica de un aceite esencial de hojas de Curcuma longa que logró inhibir el 

edema, además de reducir la producción de TNF-α, IL-6 e IL-1β, en ratón (Kumar et al., 2018), al 

igual que ocurrió con un extracto rico en flavonoides de Sophora flavescen (Ma et al., 2018).  

De conformidad con todos estos resultados podemos indicar que el uso tópico de extractos ricos 

en compuestos bioactivos con capacidad antioxidante puede ser beneficioso para el tratamiento 

de trastornos inflamatorios de la piel como los producidos por la exposición a la luz UV-B. En 

conjunto, estos estudios indican que los extractos de plantas ricos en polifenoles y compuestos 

antioxidantes, como lo son los extractos obtenidos a partir de subproductos de brócoli mediante 

SFE, son capaces de atenuar el estrés oxidativo y la inflamación en la piel producida por la luz 

UV-B. De esta forma, los resultados obtenidos sugieren que el extracto SFE-NX es capaz de 

prevenir y/o limitar la cascada inflamatoria inducida por la exposición a la luz UV-B, a través de 

una reducción de mediadores proinflamatorios, por lo que podríamos considerar los extractos 

de SFE-NX como ingredientes cosméticos naturales prometedores para su uso como protectores 

de la piel frente a los efectos nocivos producidos por la radiación UV-B. 
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4.3 Reparación de heridas piel 

Los queratinocitos constituyen un tipo de células de la epidermis, es decir, la capa más externa 

de la piel que actúa como barrera, que están involucrados en eventos de defensa 

fundamentales, como la formación de la barrera física y la defensa inmunológica. Por lo tanto, 

mejorar las actividades funcionales relacionadas con la cicatrización de heridas de los 

queratinocitos ofrece un potencial para promover la reparación del daño de la piel y la función 

de barrera. En ese sentido, la proliferación y migración de queratinocitos juegan un papel 

importante para la cicatrización de heridas en la piel (Li et al., 2021).  

Numerosas plantas se han utilizado en la medicina tradicional para promover la cicatrización de 

heridas (Kumar et al, 2013) puesto que, en términos generales, las plantas y sus extractos suelen 

mostrar menos efectos secundarios que los compuestos de síntesis, además de presentar 

importantes actividades biológicas. Por tanto, con el fin de evaluar el posible efecto reparador 

de heridas con los extractos procedentes de los subproductos de brócoli se llevó a cabo un 

ensayo de migración celular en células HaCaT tratadas con los extractos SFE-NX y PLE-NX. Para 

ello, las células se pretrataron con diferentes concentraciones de extracto SFE-NX (0,1, 1, 10 y 

50 µg ml-1) y PLE-NX (1, 10, 100 y 500 µg ml-1) durante 24 h y tras este tiempo, se le realizó a 

cada monocapa de células una herida en línea recta utilizando un agente punzante estéril, y se 

mantuvieron en incubación durante 48 h tomando fotografías a las 6, 24 y 48 h para determinar 

la longitud del cierre de la herida (mm) (Figura 38). Además, se utilizó quercetina como control 

positivo a una concentración de 30 µg ml-1. 

4.3.1 Uso de los extractos SFE como reparador de heridas  

Los resultados arrojados tras el análisis de la cicatrización en queratinocitos pretratados con 

diferentes concentraciones de extracto SFE-NX (Figura 38) mostraron que, a medida que se 

incrementaba la concentración de extracto, el proceso de cicatrización de la herida fue más 

evidente, observándose tras el pretratamiento con 50 µg extracto ml-1 y 48 h desde la realización 

de la herida, una cicatrización total de la misma. Además, el proceso de cicatrización se produjo 

más rápidamente que en los queratinocitos tratados con quercetina (control positivo). Estos 

datos se corroboraron tras la determinación del porcentaje de curación (Figura 39A) en el cual 

se observó que todas las concentraciones de extracto SFE-NX utilizadas dieron lugar a áreas de 

cierre de heridas estadísticamente significativas más altas que las células no tratadas, siendo de 

nuevo ese efecto de cicatrización de la herida más evidente a las 48 h desde la realización de la 

herida.  
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Figura 38. Imágenes tomadas a diferentes tiempos (0, 24 y 48 h) tras la realización de las heridas con un 

pretratamiento durante 24 h de los extractos SFE-NX. Quercetina (30 µg ml-1).  
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Figura 39. Porcentaje de curación de la herida tras 6, 24 y 48 h con un pretratamiento de 24 h con los 

extractos SFE-NX antes de la herida (A). Velocidad de migración (veces del control) de las células HaCaT 

tras 6, 24 y 48 h con un pretratamiento de 24 h con los extractos SFE-NX antes de la herida (B). C, control 

con medio de cultivo; Q, quercetina (30 µg ml-1). Los datos vienen expresados como la media dos ensayos 

con cuatro réplicas ± DE. * Coeficientes significativos (* p-value<0,05; ** p-value<0,01 y *** p-

value<0,001). 

Tras este tiempo, las células control mostraron un porcentaje de curación de alrededor del 79 

%, muy similar al presentado por las células expuestas a quercetina, que cerraron la herida en 

un 80 %. Sin embargo, todas las concentraciones del extracto SFE-NX usadas presentaron un 

porcentaje de cierre de curación cercano al 100 %, siendo los porcentajes de 95, 94, 96 y 96 %, 

para las concentraciones de 0,1, 1, 10 y 50 µg ml-1, respectivamente. Como era de esperar, la 

velocidad de migración de las células (Figura 39B) fue mayor tras 6 h desde la realización de la 

herida debido a que en ese momento las células se encontraban en fase de crecimiento activo, 

observándose a ese tiempo, una mayor velocidad de curación de las células tratadas con 

concentraciones < 1 µg ml-1 con respecto a las células control y aquellas tratadas con quercetina. 

A la vista de esto resultados, los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos obtenidos 

mediante SFE procedentes de los subproductos de brócoli podrían ser un excelente agente 

terapéutico potencial para la cicatrización de heridas en la piel.  
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En este sentido, numerosos extractos vegetales ricos en compuestos bioactivos han sido 

estudiados para comprobar su eficacia en la reparación de heridas. Algunos de ellos como los 

extractos de la flor de Smilax china, una planta trepadora originaria de Asia y que comparte con 

los extractos de brócoli obtenidos por SFE algunos compuestos como el ácido hexadecanoico, el 

ácido (9 Z, 12 Z, 15 Z)-octadeca-9,12,15-trienoico o el β-sitosterol. La aplicación de estos 

extractos incrementó la tasa de migración de células HaCaT de manera dependiente de la dosis, 

además de aumentar de manera significativa la síntesis de colágeno de tipo I y IV, implicados en 

la reparación de la piel y en la formación de las membranas, respectivamente (Li et al., 2021). 

Otros extractos obtenidos de tallo de Alternanthera sessilis, una planta suculenta, también ricos 

en ácido hexadecanoico y fitol, mostraron el mismo efecto. Así, tras la exposición de los 

queratinocitos a 50 µg mL-1 de los extractos se observó un aumento de hasta un 209% en la tasa  

de migración celular en comparación con las células control (Muniandy et al., 2018).  

Con respecto a ensayos obtenidos usando extractos de brócoli, los investigadores Nicolas-

Espinosa et al. (2022) obtuvieron resultados similares, demostrando un aumento en el 

porcentaje del cierre de la herida en presencia de los extractos. Además, en esta investigación 

también se estudió el perfil de expresión de genes implicados en la proliferación celular, la 

apoptosis y los procesos inflamatorios tras la aplicación de extractos. Los resultados indicaron 

que la exposición de los queratinocitos a extractos de tallo de brócoli se tradujo en una 

sobreexpresión de genes de respuesta inflamatoria y de moléculas promotoras del crecimiento 

celular relacionadas con la proliferación celular y la reparación de heridas. También se ha 

probado que homólogos al ácido lisofosfatídico, presentes en crucíferas como hojas de col o 

floretes de brócoli, son capaces de inducir la proliferación y la motilidad celular en células de 

tipo epitelial de intestino (HGC-27) lo que podría considerarse de especial interés para la 

curación de úlceras gástricas (Tanaka et al., 2009).  

Todos los resultados anteriores sobre cicatrización de heridas provocadas en cultivos celulares 

han sido complementados con estudios sobre el efecto hemostático de extractos de brócoli en 

ratones (Sammulia et al., 2020). Para ello, los ratones se alimentaron con los extractos de brócoli 

(ricos en compuestos como alcaloides, saponinas, taninos, flavonoides y vitamina K) a diferentes 

concentraciones, 20, 40 y 60 mg g-1 peso corporal. Tras un tiempo, se les realizó una herida y 

controlaron el tiempo hasta que paró la hemorragia. Los resultaros mostraron diferencias 

significativas en los ratones que habían sido alimentados con 40 y 60 mg g-1 de peso, siendo los 

ratones alimentados con 60 mg g-1los que menor tiempo de sangrado presentaron (183,00 ± 

18,193 s en el grupo control frente a los 90,40 ± 3,845 s en los alimentados con extractos de 
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brócoli) (Sammulia et al., 2020). Según estos autores, este hecho podría relacionarse, además 

de por la presencia de diversos compuestos bioactivos presente en estos vegetales, con el alto 

contenido en vitamina K del brócoli en comparación con otras verduras según datos de la USDA 

(USDA, s.f.).  

4.3.2 Uso de los extractos PLE para la cicatrización de heridas 

4.3.2.1 Citotoxicidad de los extractos obtenidos mediante fluidos presurizados 

Los glucosinolatos son una clase de metabolitos secundarios característicos de las plantas de la 

familia Brassicaceae, los cuales al descomponerse enzimáticamente por acción de la enzima 

mirosinasa dan lugar a los compuestos biológicamente activos, los isotiocianatos, que son los 

principales compuestos bioactivos conocidos por su actividad biológica. Así, de sobra es 

conocido, que la activación metabólica de los glucosinolatos da como resultado la formación de 

isotiocianatos a los que se les atribuyen los efectos antitumorales, antimicrobianos y 

antiinflamatorios; sin embargo, se desconocen los efectos sobre la cicatrización de heridas de 

los glucosinolatos per se. Por ello, con el fin de evaluar el posible efecto reparador de heridas 

del extracto enriquecido en glucosinolatos obtenido mediante PLE a partir de los subproductos 

del brócoli Naxos (PLE-NX), se realizó un ensayo de cicatrización en las células HaCaT. Asimismo, 

puesto que no existían ensayos previos acerca del efecto citotóxico de estos extractos sobre las 

células HaCaT, como paso previo a los ensayos de migración celular, se determinó la toxicidad 

de diferentes concentraciones del extracto PLE-NX en células HaCaT, con el fin de determinar 

aquellas concentraciones que no resultasen citotóxicas en los queratinocitos (Figura 40). 

Los resultados del análisis ANOVA (Figura 40B) indicaron que tanto la concentración del extracto 

como el tiempo de exposición a los mismos (valores de p = 0,000 y p = 0,039, respectivamente) 

de manera independiente, así como la interacción de ambos factores afectaron 

significativamente a la viabilidad celular. Como se observa en la Figura 40A, la viabilidad solo se 

vio significativamente afectada por las concentraciones de extracto PLE-NX más elevadas (500, 

1000 y 2000 µg ml-1) en todos los tiempos, reduciéndose en estas condiciones la viabilidad en 

torno a un 16, 23, y 20 % con respecto al control sin tratar, respectivamente. 
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Figura 40. (A) Viabilidad de las células HaCaT tras 12, 24 y 48 h de exposición a los extractos obtenidos 

mediante fluidos presurizados de Naxos. (B) Análisis de varianza ANOVA de las variables independientes 

(concentración de los extractos y tiempo de exposición) sobre la viabilidad. *Coeficientes significativos (p 

< 0,001 o p < 0,05). SS, suma de cuadrados; Df, grados de libertad; MS, media cuadrada; R2, coeficiente 

de correlación cuadrática 

Una vez determinada la concentración de extracto que no afectaba significativamente a la 

viabilidad celular, se realizó el ensayo de migración para el estudio de la cicatrización de heridas 

en queratinocitos HaCaT pretratados con diferentes concentraciones de extracto enriquecido 

en glucosinolatos (Figuras 41y 42). Como se observa en la Figura 41, a medida que se 

incrementaba la concentración de extracto, el proceso de cicatrización de la herida fue más 

evidente, aunque en ningún caso se consiguió una cicatrización completa de la herida. Así, en 

cuanto al porcentaje de curación (Figura 42A), el pretratamiento de las células HaCaT con el 

extracto PLE enriquecido en glucosinolatos dio lugar a un incremento estadísticamente 

significativo en el porcentaje de curación de la herida tras 48 h con las concentraciones de 1, 

100 y 500 µg ml-1 de extracto usadas, incrementándose este en torno a un 17 % y 30 % en 

comparación con las células control y tratadas con quercetina, respectivamente. Con respecto a 

la velocidad de cicatrización (Figura 42B), los resultados obtenidos fueron muy variables 

observándose únicamente una velocidad significativamente más alta que la del control a las 6 h 

cuando se usó la concentración de 1 µg ml-1y a las 48 h con la concentración de 10 µg ml-1.  
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Figura 41. Imágenes tomadas a diferentes tiempos (0, 24 y 48 h) tras la realización de las heridas con un 

pretratamiento durante 24 h de los extractos PLE-NX  
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Figura 42. Porcentaje de curación de la herida tras 6, 24 y 48 h con un pretratamiento de 24 h con los 

extractos PLE-NX antes de la herida (A). Velocidad de migración (veces del control) de las células HaCaT 

tras 6, 24 y 48 h con un pretratamiento de 24 h con los extractos PLE-NX antes de la herida (B). C, control 

con medio de cultivo; Q, quercetina (30 µg ml-1). Los datos vienen expresados como la media dos ensayos 

con cuatro réplicas ± DE. * Coeficientes significativos (* p-value<0,05; ** p-value<0,01; *** p-

value<0,001). 

Las propiedades de cicatrización de heridas de los glucosinolatos en cultivos de células HaCaT 

ya han sido estudiadas previamente. Mazumder et al., (2016) evaluaron el efecto de la sinigrina 

(glucosinolato alifático) sola o formulada en un complejo sinigrina-fitosoma (un sistema de 

encapsulado vesicular) sobre el proceso de cicatrización en células HaCaT. Los resultados 

obtenidos mostraron que después de 42 h, el complejo sinigrina-fitosoma curó completamente 

la herida, mientras que la sinigrina sola mostró solo un 71 % de cierre de la herida, aumentando 

tanto la cicatrización como la velocidad de migración celular de las mismas. Asimismo, estudios 

clínicos realizados en ratones deficientes del gen de la queratina 14 (usados como modelos para 

el estudio de ciertas afecciones de la piel) han demostrado que el SFN es capaz de inducir la 

expresión de genes que codifican la queratina 17, homóloga a la 14. De esta forma, la aplicación 

de SFN restauró la integridad de la piel de estos ratones reduciendo las ampollas que 

presentaban, sugiriendo que los glucosinolatos y sus productos de hidrólisis presentan 

propiedades beneficiosas para su uso como agentes tópicos en la reparación de la piel (Kerns 

et al., 2007). 
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1. Antecedentes y objetivos 

Actualmente predominan las dietas occidentales ricas en grasas y colesterol, las cuales se 

consideran responsables en gran parte de la obesidad y de síndromes metabólicos y que 

además, han demostrado aumentar la permeabilidad de la barrera intestinal (Ghosh et al., 

2020). Dada la elevada incidencia de estas patologías en la población, una de las afecciones más 

destacadas hoy en día es la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) que se trata de una 

enfermedad crónica caracterizada por la inflamación de la mucosa del tracto intestinal (Angel-

Morales et al., 2012). Esta dolencia comprende principalmente dos afecciones: la enfermedad 

de Crohn y la colitis ulcerosa, ambas caracterizadas por una inflamación gastrointestinal en la 

que se van alternando periodos de recaídas y remisión (Bian et al., 2019). La EII también está 

asociada a diferentes alergias alimentarias y enfermedades autoinmunes como la celiaquía e 

incluso la diabetes mellitus de tipo 1 (Angel-Morales et al., 2012; dos Santos et al., 2015). 

Algunos mediadores de la inflamación que están implicados en la patogénesis de la EII son 

TNF-α, IL-1β, IL-6 y la molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1). De esta forma, un exceso 

de mediadores de la inflamación en el tejido del colon puede derivar en edema, úlceras e incluso 

carcinogénesis, por lo que una regulación efectiva de la secreción de estos factores inflamatorios 

es determinante en el tratamiento de la EII (Bian et al., 2019).  

En este escenario es importante destacar la estructura y función del LPS (Figura 43). El 

lipopolisacárido (o endotoxina) es el componente principal de las membranas externas de las 

bacterias Gram negativas. Consta de un glucolípido anclado a la membrana celular, denominado 

lípido A, unido covalentemente a un heteropolisacárido hidrofílico, llamado núcleo. Algunas 

bacterias expresan un heteropolisacárido compuesto por un oligosacárido central unido a un 

polímero de oligosacáridos, denominado antígeno O. Se estima que hay aproximadamente 

2x106 moléculas de LPS por bacteria (Mayeux, 1997). 

Cuando el LPS es liberado de la membrana de las bacterias que colonizan el colon es capaz de 

unirse a receptores en la membrana de las células epiteliales de este órgano y desencadenar 

una respuesta inflamatoria en la que están implicados mediadores como el TNF-α y citoquinas 

proinflamatorias, entre ellas IL-1α, IL-1β IL-6, IL-8 y la IL-10 (Angel-Morales et al., 2012; Kojima 

et al., 2000; Mayeux, 1997). Además, cuando se da el caso de que la barrera epitelial esté 

dañada, el LPS también puede atravesarla y penetrar en el torrente sanguíneo, llegando a 

producir una endotoxemia, e iniciar una respuesta inflamatoria sistémica. Una vez en sangre, el 

LPS viaja ligado a la proteína de unión al LPS (LBP) o a lipoproteínas y así, interacciona con los 
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receptores de superficie de las células del sistema inmunológico, lo que inicia una respuesta 

inflamatoria que finaliza con la activación del factor NF-κB, lo cual a su vez promueve un 

aumento de la transcripción de citoquinas proinflamatorias como TNFα, IL-1β, y IL-6. Es decir, 

en el caso de una disfunción de la barrera epitelial de la mucosa intestinal, el LPS es capaz de 

provocar otras patologías relacionadas con la inflamación en otras partes del cuerpo (Angel-

Morales et al., 2012; dos Santos et al., 2015; Ghosh et al., 2020; Wu et al., 2019b). Además, 

cuando la liberación continuada de LPS en el intestino unida al predominio de las dietas 

mencionadas anteriormente se convierte en una situación crónica, la barrera epitelial del 

intestino se atrofia puesto que las uniones entre las células de la mucosa epitelial se dañan. Esta 

disfunción de la barrera intestinal es considerada la causa principal de la EII (Angel-Morales 

et al., 2012). 

Figura 43. Estructura básica del lipopolisacárido (LPS). KDO: Ácido 3-desoxi-D-manooctuIosónico 

Existen numerosos estudios que relacionan de manera inversa el consumo de frutas y verduras, 

sobre todo las de color verde oscuro y en concreto de las brasicáceas ricas en glucosinolatos, y 

el riesgo de padecer cáncer de colon o enfermedades como la EII (Verkerk et al., 2009). Se ha 

estudiado el uso de compuestos capaces de revertir esta situación de inflamación crónica en el 

colon como potenciales ingredientes farmacológicos que sean capaces de aliviar los síntomas de 

estas dolencias. De esta forma estaría indicada una dieta rica en compuestos antioxidantes para 

el tratamiento o como paliativo de los síntomas de este tipo de enfermedades. Así una dieta de 

pak choi (una variedad de col china, rica en glucosinolatos) fue capaz de atenuar de forma 

significativa la gravedad de la colitis en ratones (Lippmann et al., 2014). Se ha propuesto, 

además, que el mecanismo de acción de los glucosinolatos frente a estos trastornos del colon 

viene determinado por la modulación de las enzimas de desintoxicación, que previene el daño 

al ADN, previniendo así la apoptosis. Además, a pesar de llegar intactos al colon, los 
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glucosinolatos son capaces de hidrolizarse por la flora intestinal hasta convertirse en sus 

isotiocianatos que, junto con el resto de los compuestos antioxidantes como carotenoides y la 

vitamina C, son los responsables de los efectos protectores de estos vegetales (Verkerk et al., 

2009). 

Con estos antecedentes y para el desarrollo de este capítulo se utilizaron los extractos 

enriquecidos en glucosinolatos procedentes de los subproductos de brócoli obtenidos mediante 

tecnologías de extracción “verdes” como un sistema de protección frente a la inflamación 

intestinal inducida por el LPS en una línea celular de miofibroblastos sanos de colon (CCD-18Co) 

(Figura 44), por lo que los objetivos generales que se plantean en este capítulo son los siguientes: 

1. evaluación de la actividad citotóxica del extracto enriquecido en glucosinolatos 

obtenido mediante extracción con fluidos presurizados y del LPS sobre la línea celular 

CCD-18Co.  

2. estudio de los mecanismos protectores desencadenados por los extractos enriquecidos 

en glucosinolatos procedentes de los subproductos de brócoli sobre la línea celular CCD-

18Co expuesta al LPS. 

Figura 44. Resumen gráfico de los objetivos planteados en este capítulo. 
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2. Estudios de citotoxicidad de los extractos y del LPS 

2.1 Citotoxicidad del extracto enriquecido en glucosinolatos sobre la línea celular 

CCD-18Co 

Los extractos optimizados enriquecidos en glucosinolatos obtenidos a partir de subproductos de 

brócoli Naxos mediante PLE (PLE-NX) se utilizaron para estudios de citotoxicidad sobre la línea 

celular de miofibroblastos de colon sanos CCD-18Co (Figura 45), con el fin de determinar 

aquellas concentraciones de los extractos que provocaban un efecto inhibitorio sobre el 

crecimiento de estas células. Esta línea celular se adquirió del servicio de cultivo de tejidos (SCT) 

del Área Científica y Técnica de Investigación (ACTI) de la Universidad de Murcia. Tras la 

obtención de los extractos enriquecidos en glucosinolatos mediante PLE, se llevó a cabo la 

evaluación del efecto citotóxico de diferentes concentraciones de los extractos PLE-NX a lo largo 

del tiempo. Para ello, los miofibroblastos se sembraron a una densidad inicial de 2.000 células 

por pocillo en microplacas de 96 pocillos y se incubaron durante 24 h para que se adhirieran a 

la base del pocillo. Después de 24 h, los extractos PLE-NX se añadieron a los pocillos para lograr 

concentraciones finales que oscilaron entre 0 y 2.000 µg de extracto ml-1 (que se correspondía 

con 9,06 µg glucosinolatos ml1). Los extractos se incubaron durante 12, 24 y 48 h antes de 

determinar la viabilidad celular mediante el ensayo del MTT.  

Figura 45. Imagen de miofibroblastos de colon sanos, CCD-18Co. Aumento 10x (A) y 20x (B) 

Como se observa en la Figura 46, la viabilidad de la línea celular CCD-18Co se vio 

significativamente influenciada tanto por la concentración del extracto como por el tiempo, así 

como por la interacción de ambos factores (valor de p< 0,001). Así, en cuanto al tiempo, la 

viabilidad celular se incrementó significativamente siendo esta máxima tras 48 h. A este tiempo, 

las células tratadas con las diferentes concentraciones de extracto PLE-NX mostraron una 

viabilidad igual al control, a excepción del tratamiento con 2.000 µg ml-1 que redujo 

significativamente la viabilidad, mientras que las dos concentraciones más bajas estudiadas (0,1 

y 1 µg ml-1), no solo no resultaron citotóxicas, sino que, además, incrementaron la viabilidad 
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celular de manera significativa llegando a alcanzar hasta un 111 y un 114% de viabilidad, 

respectivamente. 

Figura 46. (A) Viabilidad de las células CCD-18Co tras 12, 24 y 48 horas de exposición a los extractos 

obtenidos mediante fluidos presurizados a partir de subproductos de brócoli Naxos. (B) Análisis de 

varianza ANOVA de las variables independientes de la viabilidad temporal a diferentes concentraciones 

de extractos. Los datos muestran la media ± DE de seis réplicas independientes. Los asteriscos indican 

diferencias significativas *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. SS, suma de cuadrados; Df, grados de 

libertad; MS, media cuadrada; R2, coeficiente de correlación cuadrática. 

2.2 Citotoxicidad del LPS 

El LPS es considerado uno de los estímulos más potentes de la inflamación, el primer mecanismo 

de defensa del huésped frente a los agentes infecciosos. Si bien varios estudios han demostrado 

las actividades antiinflamatorias de los compuestos bioactivos de diferentes alimentos de origen 

vegetal, los estudios sobre los efectos de los glucosinolatos del brócoli en las vías de señalización 

celular involucradas en la inflamación intestinal son bastante limitados. Por lo tanto, el propósito 

de este estudio fue evaluar el efecto del extracto enriquecido en glucosinolatos obtenido 

mediante PLE a partir de los subproductos del brócoli sobre algunos marcadores 

proinflamatorios y vías de señalización involucradas en células de miofibroblastos de colon 

normales CCD-18Co estimuladas con LPS. 
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Por ello, con la finalidad de evaluar los efectos que se producen tras la liberación del LPS en las 

células de colon, se llevó a cabo un estudio previo sobre el efecto de diferentes concentraciones 

de este agente causante de inflamación. Para ello, se sembraron 2.000 células por pocillo en 

placas de 96 pocillos y se incubaron durante 24 h. Tras este tiempo se adicionaron diferentes 

concentraciones de LPS (1, 2 y 10 µg ml-1), y las células se mantuvieron en cultivo durante 12, 24 

y 48 h. Transcurrido el tiempo correspondiente, se determinó la viabilidad celular mediante el 

ensayo de MTT. Como se muestra en la Figura 47, la viabilidad de las células de colon se vio 

significativamente afectada tanto por el tiempo como por la concentración de LPS, pero no así 

por la interacción de ambos factores, tal y como muestran los resultados del análisis ANOVA. 

Así, la viabilidad celular se incrementó de forma progresiva hasta las 48 h, alcanzándose en ese 

punto una viabilidad del 100 %. Asimismo, la viabilidad de las células expuestas a diferentes 

concentraciones de LPS, aunque se vio ligeramente reducida de manera significativa tras 12 h 

de exposición en presencia de LPS (1, 2 y 10 µg ml-1), en ningún caso, la viabilidad celular fue 

inferior al 90 %, indicando que las dosis de LPS empleadas no resultaron ser citotóxicas. 

Figura 47. (A) Viabilidad de las células CCD-18Co tras 12, 24 y 48 horas de exposición a diferentes 

concentraciones a LPS. (B) Análisis de varianza ANOVA de las variables independientes de la viabilidad 

temporal a diferentes concentraciones de extractos. Los datos muestran la media ± DE de seis réplicas 

independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas *p < 0,05; ** p < 0,01. SS, suma de 

cuadrados; Df, grados de libertad; MS, media cuadrada; R2, coeficiente de correlación cuadrática. 
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3. Aplicaciones nutracéuticas de los extractos enriquecidos en glucosinolatos 

en células de colon. 

3.1 Efecto de los extractos de subproductos de brócoli sobre la producción 

intracelular de ROS en miofibroblastos CCD-18Co estimulados con 

lipopolisacárido 

El mecanismo molecular de la lesión inflamatoria puede atribuirse, al menos parcialmente, a la 

generación y liberación de ROS a partir de neutrófilos y macrófagos activados. Esta 

sobreproducción de ROS puede causar lesiones en los tejidos al dañar las estructuras de la 

membrana a través de la peroxidación de lípidos aumentando aún más la permeabilidad de la 

barrera intestinal. Además, las ROS propagan la inflamación al estimular la liberación de 

citoquinas que promueven el reclutamiento de neutrófilos y macrófagos. Por lo tanto, los 

radicales libres son mediadores clave que inician o promueven la inflamación y, en 

consecuencia, la atenuación de la inflamación en términos de reducción de marcadores 

proinflamatorios está directamente relacionada con la prevención de la enfermedad (Geronikaki 

& Gavalas, 2006; Hong et al., 2020). Por estas razones se ha considerado la eliminación de las 

ROS mediante la ingesta de compuestos antioxidantes en la dieta como una estrategia para la 

mejora de los problemas derivados de la producción de estos compuestos (Angel-Morales et al., 

2012; dos Santos et al., 2015). Así, una vez determinadas las concentraciones de extracto PLE-

NX (1 - 1.000 µg ml-1) que no inhibieron el crecimiento celular de células CCD-18Co de 

miofibroblastos de colon humano después de 48 h de incubación (Figura 46) y dado que el LPS 

no afecto significativamente la viabilidad celular de los miofibroblastos (Figura 47), se evaluó la 

actividad antiinflamatoria de los extractos PLE-NX (1 - 1.000 µg ml-1) midiendo sus efectos sobre 

la producción de ROS intracelulares en las células CCD-18Co estimuladas con LPS (2 µg·mL-1) 

(Figura 48). Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con el agente LPS durante 4 

h incrementó significativamente los niveles intracelulares de ROS en las células CCD-18Co hasta 

1,45 veces con respecto al control sin LPS. Sin embargo, en las células pretratadas con los 

extractos de subproductos de brócoli (PLE-NX) durante 24 h expuestas al LPS, la acumulación 

intracelular de ROS se redujo significativamente a medida que se incrementaba la concentración 

de extracto, alcanzando el nivel basal de las células no estimuladas con LPS, en el caso de la 

concentración más alta de extracto (1.000 µg ml-1), la cual reguló a la baja los niveles de ROS 

hasta 0,71 veces en comparación con las células estimuladas con LPS (p< 0,05). En ningún caso, 

el pretratamiento con los extractos PLE-NX permitió reducir el nivel intracelular de ROS en 

comparación con la quercetina, con la cual se consiguió reducir los niveles de ROS en 2,4 veces 

en comparación con las células estimuladas con LPS (p<0,05) (Figura 48). 
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Figura 48. Unidades relativas de fluorescencia (veces del control) de las células CCD-18Co debido a las 

especies reactivas de oxígeno (ROS) producidas en ausencia y presencia de 2 µg ml-1 LPS durante 4 horas 

a sometidas o no a un pretratamiento durante 24 horas con los extractos. Los datos muestran la media ± 

DE de seis réplicas independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas de acuerdo con la 

prueba de Tukey (p < 0,05). 

Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren que los glucosinolatos del brócoli pueden 

proteger los componentes celulares (por ejemplo, el ADN) del daño oxidativo debido a su 

capacidad para eliminar las ROS, pudiendo de esa forma, desempeñar un papel importante en 

la prevención de ROS lo cual ayudaría a la prevención de enfermedades intestinales crónicas. La 

reducción de ROS observada tras el pretratamiento de las células CCD-18Co estimuladas con LPS 

con el extracto enriquecido en glucosinolatos de brócoli está en concordancia con 

investigaciones realizadas previamente. En este contexto varias investigaciones han demostrado 

la eficacia de la adición de compuestos con capacidad antioxidante en la reducción de la 

producción de ROS en células de colon. Así, los estudios realizados por dos Santos et al. (2015) 

demostraron que el extracto de açai, rico en polifenoles, revirtió parcialmente la generación de 

ROS inducida por el LPS del orden de 0,53 veces con respecto al control con LPS. Del mismo 

modo, Angel-Morales et al. (2012) evaluaron el potencial preventivo de los polifenoles extraídos 

del vino tinto en células de miofibroblastos CCD-18Co derivadas de colon humano y estimuladas 

con LPS. Sus resultados mostraron que cuando las células fueron estimuladas con LPS, los niveles 

de ROS aumentaron 1,5 veces y el tratamiento con los polifenoles del vino evitó esta inducción, 

disminuyendo los niveles de ROS a 0,58 veces, en comparación con los niveles de ROS 

encontrados en las células no estimuladas con LPS.  
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3.2 Efecto de los extractos de subproductos de brócoli sobre la expresión de genes 

relacionados con la inflamación en miofibroblastos de colon CCD-18Co 

estimulados con lipopolisacárido 

La patogenia de la inflamación es un proceso complejo regulado por redes de citoquinas y la 

inducción de muchos genes proinflamatorios. Cada vez existen más evidencias de que los 

miofibroblastos influyen en la integridad de la mucosa intestinal a través de la secreción de 

citocinas y quimiocinas, cuando se estimulan con LPS, siendo éste uno de los estímulos más 

potentes de la inflamación y el primer mecanismo de defensa del huésped contra los agentes 

infecciosos (Cianciulli et al., 2012). El LPS es reconocido por el receptor tipo Toll (TLR)-4, un 

receptor de superficie celular proinflamatorio que se expresa en las células del sistema 

inmunitario innato, así como en las células epiteliales. Tras la activación, TLR-4 induce NF-κB, 

que a su vez regula transcripcionalmente la expresión de muchas citoquinas proinflamatorias 

(TNF-α e IL-6), moléculas de adhesión (molécula de adhesión intracelular-1 (ICAM-1) y moléculas 

de adhesión de células vasculares–1 (VCAM-1)), y también activa la expresión de COX-2, enzima 

requerida en la síntesis de PGE2 como mediador proinflamatorio (dos Santos et al., 2015). Estos 

mediadores de la inflamación actúan como biomarcadores que permiten cuantificar la gravedad 

de la inflamación celular y la disminución de su expresión se encuentra relacionada con la 

actividad antinflamatoria (Venancio et al., 2017).  

Tras determinar los efectos del LPS sobre la producción de ROS se estudió el efecto del 

pretratamiento con diferentes concentraciones de extractos PLE-NX sobre los niveles de 

expresión de diferentes genes relacionados con los procesos inflamatorios (IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-

α y COX-2 en células de colon sano CCD-18Co estimulados con LPS mediante qRT-PCR (Figura 

49). El análisis ANOVA mostró que tanto el tratamiento con LPS, la concentración de los 

extractos como el tiempo, de manera independiente, influyeron de manera estadísticamente 

significativa en la expresión de los genes analizados, así como la combinación de estos factores 

(p-value < 0,001).  

El análisis del perfil de expresión del gen correspondiente a la citoquina proinflamatoria IL-1β 

(Figura 49A) mostró un máximo de expresión a las 8 h como consecuencia del tratamiento con 

LPS, siendo este aumento del orden de 6,6 veces con respecto al control sin tratar. A ese tiempo, 

el pretratamiento de los miofibroblastos con el extracto PLE-NX a una concentración de 10 µg 

ml-1 dio lugar a un descenso significativo en la acumulación de transcritos conforme se 

incrementaba la concentración de extracto, del orden de 14,3 y 2,16 veces inferior, con respecto 

a las células estimuladas con LPS y sin estimular, respectivamente. 
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Figura 49. Variación de la expresión relativa (veces del control) de los genes que codifican para citoquinas 

proinflamatorias IL-1β (A) IL-6 (B), IL-8 (C), TNF-α (D) y COX-2 (E) en células CCD-18Co pretratadas con 

diferentes concentraciones de extracto PLE-NX (0,1, 1, 10, 50 y 200 µg extracto mL-1) tras 2, 8, 14 Y 24 h 

desde la exposición a 2 µg mL-1 de lipopolisacárido (LPS). Los valores muestran la media ± DE de tres 

réplicas independientes. El control LPS (-) con valor de referencia = 1 se utilizó para normalizar los niveles 

de expresión relativos de cada gen. Los niveles de transcritos se calcularon usando el gen GADPH como 

control interno. Valores F de ANOVA de dos vías significativos al 99,9 % (***).  
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Curiosamente, tras 24 h se produjo un leve pero significativo aumento tras el tratamiento con 

LPS, pero este aumento fue mucho mayor en presencia del extracto a todas las concentraciones 

empleadas que causaron un aumento de manera dependiente de la dosis, siendo solo 

significativo el aumento en el caso de 10 y 50 µg ml-1, en donde alcanzaron 352 y 807 veces el 

valor del control, respectivamente, para luego mostrar una caída hasta los niveles del control 

con la concentración más alta, 200 µg ml-1(Figura 49A). 

En cuanto al análisis del perfil de expresión del gen IL-6 (Figura 49B), se observó un ligero pero 

significativo aumento tras 2 h desde la aplicación del LPS, el cual duplicó la acumulación de 

transcritos con respecto a las células no tratadas. Sin embargo, a ese tiempo, el pretratamiento 

con 10 y 50 µg ml-1 de extracto PLE-NX provoco un descenso significativo en el nivel de expresión 

de este gen, alcanzando en estos casos valores similares al control no estimulado con LPS. 

Además, como se observa en la Figura 49B, se observó un aumento significativo en el perfil de 

la expresión del gen IL-6 tras 8 h desde la estimulación con la endotoxina y el pretratamiento 

con los extractos PLE-NX enriquecidos en glucosinolatos, a cualquiera de las concentraciones 

ensayadas provocó un descenso significativo en la acumulación de transcritos con respecto al 

control sin estimular, e incluso a niveles inferiores a la expresión en células no estimuladas. Este 

efecto se mantuvo a las 14 h desde la estimulación, aunque en este caso, cabe destacar que ni 

estimulación con LPS solo, o en combinación con el extracto alteró el perfil de expresión del gen 

IL-6, sino que la acumulación de transcritos fue menor incluso que en el control sin estimular. 

Finalmente, trascurridas 24 h desde la estimulación con LPS en combinación con el 

pretratamiento con los extractos, el nivel de expresión de todas las condiciones se igualó a las 

del control, a excepción de las obtenidas en células expuestas a 10 y 50 µg ml-1 de extracto PLE-

NX, que mostraron una expresión de orden de 18 y 25 veces superior al control, respectivamente 

(Figura 49B).  

Del mismo modo, se evaluó la capacidad del extracto PLE-NX para modular la expresión génica 

de IL-8 en miofibroblastos de colon después de la estimulación con LPS (Figura 49C). En este 

caso, se observó claramente un aumento significativo en la acumulación de transcritos tanto en 

células control (estimuladas con LPS) como en las tratadas con las diferentes concentraciones 

de extracto PLE-NX. Así, tras 8 h se observó un máximo de expresión en presencia de LPS del 

orden de 7,7 veces la expresión del gen en condiciones normales (no estimuladas) y este 

aumento se alivió tras el pretratamiento con el extracto, siendo este descenso más acusado 

cuando las células se trataron con 0,1 µg ml-1 de extracto, en donde el nivel de expresión fue del 

orden de 24,8 veces inferior al obtenido en células estimuladas con la endotoxina. Además, al 
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igual que ocurría con la expresión el gen IL-1β, tras 24 h se produjo un leve pero significativo 

aumento en el nivel de expresión del gen tras el tratamiento con LPS, pero este aumento fue 

mucho mayor en presencia de 10 y 50 µg ml-1, en donde alcanzaron 30,7 y 20,4 veces el valor 

del control, respectivamente.  

Por otro lado, también se estudió el nivel de expresión del gen que codifica para la citoquina 

TNF-α (Figura 49D). Como se puede observar en la Figura, el análisis mediante qRT-PCR mostro 

que, la estimulación con la endotoxina LPS en ausencia de extracto, dio lugar a dos picos 

máximos de expresión, a las 2 y 24 h desde la estimulación, siendo éstos del orden de 6,8 y 3,6 

veces superior al nivel de expresión del control. Solo el pretratamiento con 10 µg ml-1 de extracto 

PLE-NX consiguió reducir la expresión de este marcador de inflamación hasta 1,5 veces la 

expresión en células estimuladas con LPS tras 2 h. Por el contrario, el aumento en la acumulación 

de transcritos observado tras 24 h desde la estimulación con LPS no se consiguió revertir tras el 

pretratamiento con ninguna de las concentraciones de extracto PLE-NX ensayadas sino todo lo 

contrario, ya que se observó un fuerte incremento en la expresión del gen TNF-α tras la 

aplicación de 10 y 50 µg ml-1 cuya expresión se vio incrementada en torno a 414 y 157 veces 

respectivamente con respecto al control.  

Por último, se determinó el perfil de expresión del gen que codifica para COX-2 (Figura 49E). 

Como puede apreciarse, la estimulación con LPS incrementó considerablemente el nivel de 

expresión del gen COX-2 tras 14 h desde la aplicación, alcanzándose en ese punto, una 

acumulación de transcritos del orden de 5,7 veces superior a las células no estimuladas y este 

efecto se mantuvo hasta las 24 h. En este mismo tiempo, la sobreexpresión producida por el LPS 

se vio significativamente reducida hasta alcanzar los niveles del control en las células pretratadas 

con 0,1, 1 y 50 µg ml-1 del extracto PLE-NX. Sin embargo, se observó un aumento generalizado 

en la expresión del gen COX-2 con respecto al control sin estimular cuando las células se 

expusieron a todas las concentraciones de los extractos de PLE-NX, con excepción de la 

concentración más baja (0,1 µg ml-1). 

A partir de los modelos tanto in vitro como in vivo con animales de experimentación se ha 

conseguido comprender los mecanismos inflamatorios que ocurren a nivel intestinal en 

condiciones como la EII. Estos mecanismos se centran sobre todo en la pérdida de la integridad 

de la membrana y la acumulación de ROS y citoquinas. Así, en trastornos del intestino como la 

colitis ulcerosa existe un aumento de mediadores inflamatorios como la IL-1β, IL-6, IL-8 o el TNF-

α (Wang et al., 2018). Además, estos estados de inflamación crónica se encuentran fuertemente 

asociados con el desarrollo del cáncer (Jeffery & Araya, 2009). En este escenario, se ha 
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establecido también una conexión entre la expresión de COX-2 (y por tanto de la producción de 

PGE2) en líneas celulares de carcinoma de colon estimuladas con LPS. La producción de PGE2 se 

encuentra también asociada a la activación del factor nuclear NF-κB. Así, el LPS puede actuar 

como un factor estimulante del crecimiento autocrino que provoque la aparición de células 

tumorales por la exposición a la flora colónica o por endotoxemia (Kojima et al., 2000). 

Teniendo esto en cuenta, se han reportado numerosos beneficios de la toma de fármacos 

antiinflamatorios no esteroideos, capaces de aliviar el estrés oxidativo en el carcinoma de colon 

(Huls et al., 2003), por lo que la toma de compuestos antioxidantes que mejoren estados de 

infamación podrían ser considerados como terapia para algunos tipos de cáncer. En este 

sentido, varias investigaciones han establecido el papel de los factores nutricionales en la mejora 

de la permeabilidad intestinal, como nutrientes con actividad antioxidante (curcumina, 

quercetina, extractos de ginkgo biloba, N-acetil cisteína) así como los pro- y pre-bióticos (Ghosh 

et al., 2020). Como se ha comprobado, la relación entre la producción de ROS y la expresión 

génica de diferentes moléculas relacionadas con la inflamación (Herr & Büchler, 2010) los 

mismos extractos que presentaron una inducción de la reducción de ROS también hicieron lo 

propio con factores y citocinas proinflamatorias, como NF-kB y VCAM-1 en el caso de polifenoles 

del vino (Angel-Morales et al., 2012) o de TNF-α, COX-2, NF-κB, VCAM-1 e ICAM-1, en el caso de 

polifenoles de açai (dos Santos et al., 2015). También el kaempferol ha demostrado ser un 

inhibidor de la expresión de genes inflamatorios como TNF-α, IL-1β, interleucina-6, ICAM-1 y 

VCAM-1 inducidos por LPS en un modelo celular de inflamación intestinal (RIMVEC) al inhibir la 

señalización de NF-κB (Bian et al., 2019). Otros compuestos con capacidad antioxidante como 

las antocianinas extraídas de Chrysobalanus icaco L. también han demostrado su capacidad para 

disminuir la expresión de TNF-α, IL-1β, IL-6 y NF-κB en células tumorales de colon así como de la 

producción de ROS (Venancio et al., 2017) o la paeoniflorina (compuesto bioactivo mayoritario 

obtenido de la planta Paeonia lactiflora Pallas) que también demostró ser un buen candidato 

como ingrediente terapéutico en la EII, puesto que tras su aplicación en células de colon 

estimuladas con LPS provocaron un aumento significativo del valor de la resistencia eléctrica 

transepitelial (TEER, un indicador de la integridad de la barrera epitelial intestinal), así como una 

inhibición de la expresión de COX-2 (también inducida por LPS), de TNF-α y de IL-6 (Wu et al., 

2019b). Otros compuestos puros como la vitamina A (He et al., 2019) o extractos de diversas 

especies vegetales como las del género Potentilla L. (Tomczyk et al., 2013), extractos de 

Chrysobalanus icaco L. (Venancio et al., 2017) o de Curcuma longa y de Boswellia serrata 

(Governa et al., 2018) también han mostrado mejorar el estado de la barrera epitelial y reducir 
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la expresión de diferentes marcadores de inflamación como NF-κB, IL-1β, IL-6 e IL-8, reduciendo 

además la producción de ROS.  

Con relación al brócoli, los estudios realizados en este ámbito han sido varios. En ese sentido, 

Samuel et al. (2015) observaron una disminución en el nivel de IL-8 en suero de ratones 

alimentados con jugo de brócoli cocinado al vapor, probablemente debido al contenido del 

brócoli en SFN que es capaz de inhibir NF-κB, y por tanto, disminuir la expresión de este tipo de 

mediadores de inflamación. Asimismo, dietas ricas en extractos de brócoli promovieron la salud 

intestinal mejorando la barrera intestinal en modelos de EII murinos, además de reducir 

mediadores inflamatorios entre los que se encuentra COX-2 (Mueller et al., 2013). Por otro lado, 

Domínguez-Perles et al. (2012) exploraron el uso de extractos de hojas de brócoli para 

enriquecer infusiones de té verde. La combinación de los compuestos bioactivos de ambas 

especies (glucosinolatos, ácidos hidroxicinámicos y flavonoles y catequinas) dio lugar a un 

aumento en la actividad antitumoral en cultivos de cáncer de colon. En cuanto al efecto de la 

cocción del brócoli también se ha estudiado sobre modelos de ratón con enfermedad intestinal 

(Wang et al., 2018). Los resultados mostraron que, aunque la cantidad de mirosinasa vegetal fue 

menor al cocinar ligeramente este vegetal, los efectos fueron los mismos que cuando se 

consumía brócoli crudo. El consumo de brócoli en cualquiera de las dos formas evidenció una 

actividad disminuida de la enfermedad, mostrando una menor reducción de la longitud colon, 

una menor fuga de LPS en la sangre y lesiones de colon menos graves que las que mostraron los 

ratones afectados por la enfermedad. Además, la expresión de IL-6 también se vio disminuida 

en los grupos de animales que consumieron brócoli tanto crudo como cocinado. Estos resultados 

sugieren la posible conversión efectiva de los glucosinolatos a sus isotiocianatos, por parte de la 

microbiota intestinal. 

Basándonos en estos estudios y a la vista de los resultados obtenidos, los extractos enriquecidos 

en glucosinolatos obtenidos de subproductos de brócoli mediante PLE podrían considerarse 

como potenciales ingredientes para la obtención de nuevos fármacos para el tratamiento de la 

EII. Así, el efecto observado tras los análisis de los diferentes marcadores inflamatorios en 

respuesta a la estimulación con LPS podrían deberse al elevado contenido en glucorafanina y en 

neoglucobrasicina, glucosinolatos mayoritarios presentes en los extractos PLE-NX. En este 

sentido, estudios llevados a cabo por Tian et al. (2022) mostraron que la suplementación con 

glucorafanina en la dieta de ratones, usados como modelo de colitis, redujo la expresión de las 

citoquinas inflamatorias IL-1β, IL-18 y TNF-α, activó Nrf2 y alivió el estrés oxidativo, por lo que 

se sugirió que el uso de este glucosinolato era capaz de proteger la estructura del colon y de 
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prevenir la respuesta inflamatoria de esta enfermedad. De la misma forma, el indol-3-carbinol 

(indol resultante de la hidrólisis de la glucobrasicina) fue capaz de disminuir significativamente 

la expresión intestinal de NF-κB y de varios factores inflamatorios como el TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-

8 en ratones con colitis (Peng et al., 2021). Por otra parte, existen numerosos estudios sobre la 

potencialidad del SFN, que es el isotiocianato más prometedor, concretamente sobre el efecto 

del SFN en la salud intestinal. Estos estudios sugieren que el mecanismo de acción del SFN 

implica la traslocación del factor Nrf2 al núcleo celular, donde se une a los elementos de 

respuesta antioxidantes (ARE) en la región promotora de varias enzimas de desintoxicación de 

fase II (Jeffery & Araya, 2009; Zhao et al., 2018). Este compuesto ha demostrado inhibir, de 

manera dependiente de la dosis, la producción de citoquinas inflamatorias como TNF-α, IL-1β e 

IL-6 en cultivos celulares de cáncer de colon (Bessler & Djaldetti, 2018). También ha demostrado 

erradicar cepas de Helicobacter pylori causantes de daño intestinal como la gastritis y úlceras 

pépticas (Fahey et al., 2002), así como de inhibir la proliferación de células de cáncer colorrectal 

humano HCT-116 (Bertl et al., 2006). Wei et al. (2020) también estudiaron el uso del SFN como 

tratamiento contra lesiones intestinales causadas por el uso de tratamientos antitumorales. Sus 

resultados mostraron que la suplementación de SFN en la dieta de ratones tratados con 5-

fluorouracilo mejoró la lesión intestinal causada por el tratamiento, además de aliviar la pérdida 

de peso, reparar la estructura del epitelio dañado tanto en el yeyuno como en el colon, reducir 

la inflamación intestinal (disminuyendo la expresión de NF-kB y aumentando la de Nrf2) y curar 

la permeabilidad intestinal.  
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1. Se ha establecido como procesado óptimo, el triturado de los tallos y las hojas en fresco a un 

tamaño de 100 µm y su posterior secado a 55 °C durante 24 h para la obtención de subproductos 

en seco y la posterior realización de los diferentes procedimientos de extracción de compuestos 

bioactivos. 

2. La aplicación de técnicas de extracción avanzadas con solventes respetuosos con el medio 

ambiente para evaluar la revalorización de los subproductos de brócoli, en comparación con la 

extracción convencional, ha permitido desarrollar un diseño experimental basado en el modelo 

de superficie de respuesta (RSM) para optimizar y validar los procedimientos de extracción de 

compuestos bioactivos basados en fluidos supercríticos (SFE) y fluidos presurizados (PLE) en los 

subproductos de brócoli.  

3. La optimización de la extracción de compuestos bioactivos a partir de subproductos de brócoli 

basada en SFE mostró que la temperatura, la presión, el tiempo de procesamiento, el flujo y el 

porcentaje de etanol influyeron significativamente en la extracción de compuestos bioactivos. 

Las condiciones óptimas de la SFE para maximizar la recuperación de β-caroteno fueron: 40 °C, 

443 bar, etanol al 7%, 31 g min-1 de caudal y 68 min dando como resultado un extracto mucho 

más rico en compuestos bioactivos totales (β-caroteno, compuestos fenólicos totales, clorofilas, 

fitoesteroles y α-tocoferol) que los extractos convencionales, lo que a su vez se correlacionó con 

una mayor actividad antioxidante.  

4. Se ha desarrollado y optimizado un procedimiento de extracción eficiente de glucosinolatos a 

partir de subproductos de brócoli basado en PLE (utilizando etanol/agua como disolvente) 

siendo los valores óptimos de las condiciones PLE para la extracción de glucosinolatos: 53 °C, 8 

min y 83 % de etanol, demostrando de esta forma, la eficiencia de PLE como una alternativa 

ambientalmente sostenible para extraer glucosinolatos a partir de los subproductos del brócoli. 

5. El extracto enriquecido en compuestos bioactivos mediante SFE obtenido a partir de 

subproductos de brócoli exhibió una alta actividad antioxidante y un efecto citoprotector sobre 

la línea celular de queratinocitos (HaCaT) expuestos a la luz UV-B permitiendo reducir 

eficazmente el contenido intracelular de ROS inducidas por este tipo de radiación, así como 

revertir eficazmente el aumento de las citoquinas proinflamatorias inducidas por la radiación 

UV-B (IL-1β, IL-6, IL-78,TNF-α y COX-2) en las células HaCaT.  

6. Los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos y en glucosinolatos obtenidos mediante 

SFE y PLE, procedentes de los subproductos de brócoli podrían ser un excelente agente 

terapéutico potencial para la reparación de heridas en la piel, tal y como demuestran los 

resultados del estudio de la cicatrización de heridas en queratinocitos pretratados con los 

diferentes extractos. 
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7. El extracto enriquecido en glucosinolatos obtenido mediante PLE a partir de subproductos de 

brócoli posee propiedades antiinflamatorias en células de colon CCD-18Co estimuladas con LPS, 

y presenta capacidad potencial para atenuar la producción de algunos marcadores 

proinflamatorios (IL-1β, IL-6, IL-8 y COX-2), además de ser un potencial antioxidante, capaz de 

revertir la acumulación intracelular de ROS. No obstante, se requieren estudios 

complementarios que corroboren dicha aplicación, para que pueda ser considerado como un 

prometedor componente dietético antiinflamatorio. 

 

Estos resultados demuestran que los extractos procedentes de subproductos de brócoli tienen 

una utilidad potencial como aditivos de productos cosméticos y nutracéuticos que ofrecen 

protección contra el daño por estrés oxidativo, proporcionando una base sólida para estudios 

más profundos con el fin de evaluar su eficacia en la prevención del daño y el fotoenvejecimiento 

causado por los rayos UV-B, así como contra la inflamación intestinal y enfermedades asociadas. 

Además, permitirá a la empresa AGRÍCOLA SANTA EULALIA dar un importante salto cualitativo 

en su gama de productos, al especializarse en la generación de nuevos ingredientes con mejor 

(bio) disponibilidad y actividad funcional y antioxidante, revalorizando a su vez un subproducto 

agroindustrial derivado de su propio proceso de producción. 
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1. Aplicación de los extractos en el sector de la alimentación 

Generalmente, se conoce como alimento funcional, al alimento comercializado que contiene 

ingredientes agregados desarrollados tecnológicamente y que aportan algún beneficio 

específico para la salud (Siró et al., 2008). Existe, además, una creciente demanda de nuevos 

productos en el mercado de alimentos. Sin embargo, a la hora de la introducción de nuevos 

alimentos en el mercado, así como de nuevas técnicas de producción de alimentos debemos 

tener en cuenta la neofobia (Siegrist & Hartmann, 2020), que hace que estos nuevos productos 

causen cierto rechazo y se eviten por temor a que tengan mal sabor. Esta razón es por la que 

hasta un 80 % de los nuevos alimentos funcionales fracasan. Algunos de los factores que hacen 

que estos nuevos alimentos no sean aceptados por los consumidores son la falta de garantía de 

su seguridad para la salud humana y el medio ambiente, lo que genera desconfianza en el 

consumidor. Así, existe una tendencia a elegir alimentos que consideran sanos entre los que se 

incluyen alimentos frescos, sobre todo aquellos con una mayor proporción de frutas y verduras 

(Siddiqui et al., 2022). Es por esto, que los nuevos productos son sometidos a diferentes pruebas 

de aceptabilidad o hedónicas que evalúan el grado de aceptación de posibles nuevos productos. 

En estos test de aceptabilidad, los catadores evalúan cuanto les gusta o les disgusta la muestra 

en términos de propiedades sensoriales específicas como pueden ser la apariencia, sabor, color, 

olor o textura, así como la aceptación general (Fiorentini et al., 2020). 

Teniendo en cuenta las dificultades que presenta la introducción de un nuevo alimento, y por lo 

tanto, su éxito en el mercado, se han desarrollado las escalas hedónicas y las pruebas de 

preferencia, que son instrumentos imprescindibles que se utilizan a la hora de la toma de 

decisiones sobre la introducción en el mercado de nuevos alimentos (Hersleth et al., 2005). Por 

ello, se llevaron cabo sendas pruebas de aceptación para el humus y la crema de verduras 

elaboradas a partir de los extractos de los subproductos de brócoli. La evaluación sensorial y 

aceptación de nuevos alimentos por parte del consumidor se encuentra influenciada no solo por 

las características del producto sino también por factores relacionados con las personas que 

pueden actuar como impulsores o detractores a la hora de aceptar nuevos productos. Uno de 

los factores clave a la hora de la aceptabilidad de los alimentos es la falta de familiaridad con los 

nuevos alimentos, que puede afectar de forma negativa a la percepción sensorial y al gusto en 

general (Fiorentini et al., 2020). Las pruebas hedónicas llevadas a cabo en laboratorio son las 

más recomendadas puesto que el entorno está más controlado y existe menos probabilidad de 

que las variables ambientales o el estímulo social alteren la percepción del producto. De esta 
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forma se permite al panelista centrarse en las características sensoriales de la muestra (Hersleth 

et al., 2005). 

Figura 1. Resumen gráfico de los objetivos planteados en este anexo.
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2. Extracción y cuantificación de los compuestos bioactivos hidrosolubles sin 

el uso de disolventes orgánicos 

Actualmente, se están investigando nuevas tecnologías y métodos de extracción de productos 

naturales bioactivos para promover la calidad y la cantidad de estos compuestos con la finalidad 

de minimizar los problemas ambientales. En este sentido, la extracción de compuestos 

hidrosolubles sin el uso de disolventes orgánicos, a partir de los subproductos que se generan 

en la industria del procesado de brócoli en fresco, constituye una alternativa a los procesos de 

extracción convencionales. 

Para este tipo de extracción se utilizaron los subproductos frescos de brócoli de la variedad 

Bellaverde, sin secar siguiendo la metodología descrita en el Capítulo 1. Para ello, los tallos y 

hojas se cortaron en dados de 10x10 mm y mezclaron en proporción 3:1, hoja/tallo, 

obteniéndose 16 kg de muestra cortada. Una vez realizado el proceso de extracción acuosa se 

obtuvieron 6,32 Kg con 6 °Brix. Las condiciones del proceso de obtención del extracto seco de 

esta variedad se describen en la Tabla 1 siendo el rendimiento de esta extracción del 0,76 %.  

Tabla 1. Peso de los subproductos de brócoli de la variedad Bellaverde sometidos a la extracción acuosa 

antes y después de la extracción, tras su concentración y tras su atomización. 

Finalmente, el extracto se atomizó, obteniéndose 121,2 gramos de extracto polvo (Figura 2).   

Figura 2. Extracto atomizado de los subproductos de brócoli de la variedad Bellaverde obtenido 

mediante la extracción sin el uso de disolventes orgánicos. 

 Parámetros Bellaverde 

Peso de subproducto (kg) 16 

Líquido sin concentrar (kg) 62 

Peso concentrado (kg)  6,32 

Peso atomizado (g) 121,2 
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2.1 Análisis nutricional del extracto obtenido mediante extracción sin el uso de 

disolventes orgánicos 

Una vez obtenido el extracto enriquecido en compuestos hidrosolubles, tras la extracción sin el 

uso de disolventes orgánicos de los subproductos de brócoli Bellaverde, se llevó a cabo un 

análisis de los componentes nutricionales (Tabla 2). Como se puede observar, el análisis 

nutricional del extracto reveló que el subproducto de brócoli de la variedad Bellaverde presenta 

un elevado contenido en fibra alimentaria (28,4 g 100 g-1) que fue del orden de 3,2 veces superior 

a las otras variedades analizadas en el Capítulo 1 (8,9 y 8,2 g 100 g-1 en brócoli Parthenon y 

Naxos, respectivamente). 

Tabla 2. Composición nutricional de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos hidrosolubles 

obtenidos a partir de los subproductos de brócoli Bellaverde. 

Este elevado contenido en fibra alimentaria hace interesante su recuperación tanto por sus 

propiedades nutricionales como por sus propiedades gelificantes que permitirían el uso de este 

componente como sustitutivo de los aditivos gelificantes que se utilizan hoy en día para la 

elaboración de alimentos en distintos sectores que van desde las bebidas, hasta los productos 

de repostería y de origen cárnico (Cañas et al., 2011). Por ello, se llevaron a cabo pruebas de 

elaboración de nuevos alimentos funcionales que incorporasen el extracto hidrosoluble 

obtenido a partir de los subproductos de la variedad Bellaverde con potencial para su 

incorporación como nuevo ingrediente en alimentos funcionales (Figura 1). Para ello se 

seleccionaron para su elaboración dos tipos de alimentos en los que incluir estos extractos: un 

humus y una crema de verduras. 
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3. Incorporación de los extractos procedentes de la extracción sin el uso de 

disolventes orgánicos de los subproductos de brócoli en alimentos 

Para la elaboración de alimentos se utilizaron los extractos procedentes de la extracción sin el 

uso de disolventes orgánicos de los subproductos de brócoli de la variedad Bellaverde. Todos 

los ensayos se realizaron en colaboración con el Centro Tecnológico Nacional de la Conserva 

(CTC). Los dos productos elaborados con los extractos acuosos de subproductos de brócoli 

Bellaverde fueron evaluados por un panel compuesto por 60 participantes no entrenados. El 

diseño experimental para el estudio de aceptación de alimentos entre los consumidores fue 

diseñado de acuerdo con las siguientes normas: UNE-ISO 6658:2019, UNE-ISO 4121:2006 y UNE-

EN-ISO 5492:2010. La prueba se realizó en una sala de catas, conforme a UNE-EN-ISO 8589:2010, 

para que todos los consumidores se encontraran en igualdad de condiciones (misma cantidad 

de muestra del producto, misma temperatura de la muestra y mismos utensilios para el 

desarrollo de la prueba). Los panelistas evaluaron, sin límite de tiempo, cada uno de los atributos 

de los productos (color, olor, sabor, textura y valoración global) en una escala hedónica de 5 

puntos, en donde 1 significó “Me desagrada mucho” y 5 correspondía a “Me gusta mucho”. Al 

final del cuestionario se dejó un espacio en blanco para que los consumidores pudieran, en caso 

de desearlo, dejar algún dato o sugerencia que considerase interesante señalar, así como que 

indicaran si creyeron que se había dejado olvidado algún otro atributo que fuera importante 

considerar en este tipo de productos. 

3.1 Elaboración de un humus con extracto de subproductos de brócoli 

Los extractos hidrosolubles de brócoli Bellaverde se utilizaron en la elaboración de un humus. 

Para su preparación se introdujeron los siguientes ingredientes en un procesador de alimentos: 

garbanzo cocido, sésamo, zumo de limón, aceite, extracto de brócoli (8 %), comino, sal y ajo y 

posteriormente, se batieron todos juntos hasta obtener una masa fina y homogénea (Figura 3). 
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Figura 3. Humus con extracto de subproducto de brócoli Bellaverde. 

Una vez elaborado el humus, se determinó la composición nutricional de este (Tabla 3). 

Tabla 3. Composición nutricional del humus relaborado con extracto de subproductos de brócoli de la 

variedad Bellaverde como ingrediente. 

Una vez elaborado el humus con el extracto acuoso de brócoli de la variedad Bellaverde se 

realizó el análisis sensorial en la sala de catas en el que los 60 panelistas respondieron a las 

cuestiones planteadas en cuanto al color, olor, sabor y textura. Las puntuaciones obtenidas 

fueron las siguientes: 

Como se observa en los resultados obtenidos de la valoración de los diferentes parámetros, 

todos obtuvieron una evaluación superior a 3 (siendo 5 la máxima puntuación), el mínimo 
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aceptable. Esto indica que, en general, la población aceptaría este nuevo alimento. Además, la 

calificación global del producto fue de 3,53, es decir, se superó el valor mínimo de aceptabilidad. 

Resultados similares se obtuvieron en los ensayos de Losano et al., (2021), quienes introdujeron 

subproductos de garbanzo en la elaboración de un humus con efecto prebiótico que también 

consiguió la aceptación general del grupo de panelistas que realizaron la cata. Finalmente, la 

aceptabilidad del producto se estableció observando el porcentaje de consumidores que evaluó 

globalmente el producto por encima de 3 (valor mínimo de aceptabilidad), que fue del 82 % de 

los encuestados. Es decir, el 82 % de los panelistas que probaron el humus elaborado con 

subproductos de brócoli lo calificaron como aceptable. 

3.2 Elaboración de una crema de verduras con subproductos de brócoli 

Con el extracto hidrosoluble obtenido de subproductos de brócoli Bellaverde también se elaboró 

una crema de puerro (vichyssoise) con los siguientes ingredientes: puerro, mantequilla, nata, 

agua, sal y extracto de brócoli (1,2 %). Todos los ingredientes se introdujeron en un procesador 

de alimentos y se batieron hasta que quedó una crema homogénea (Figura 4).  

Figura 4. Crema de puerro realizada con extracto de brócoli obtenido de la variedad Bellaverde. 

Tras la elaboración de la crema vegetal con extracto de brócoli se determinó la composición 

nutricional (Tabla 4). 
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Tabla 4. Composición nutricional de la crema vegetal elaborada con extracto de subproductos de brócoli 

de la variedad Bellaverde como ingrediente. 

Una vez elaborada la vichyssoise con el extracto hidrosoluble procedente de subproductos de 

brócoli Bellaverde se llevó a cabo el mismo análisis sensorial que con el humus. 60 panelistas 

respondieron el cuestionario que se les entregó previamente y los resultados obtenidos se 

muestran a continuación: 

Como se observa en los resultados obtenidos de la valoración de los diferentes parámetros, 

todos obtuvieron una evaluación superior a la aceptable (mínimo de 3) en todos los atributos 

evaluados. Esto indica que, en general, la población también aceptaría este nuevo alimento. 

Además, la calificación global del producto fue de 4,48, superando el valor mínimo de 

aceptabilidad. En el caso de la aceptabilidad del producto, se determinó comprobando el 

porcentaje de consumidores que evaluaron por encima de 3 la valoración global de la crema de 

verduras, que en este caso fue del 100 % de consumidores. En todos los casos estudiados los 

coeficientes de variación fueron menores al 50 % lo que garantiza la fiabilidad de los resultados. 

Con estos resultados podemos asegurar que la inclusión de estos subproductos en nuevos 

alimentos sería bien recibida por el público puesto que, en ambos casos, la elaboración del 

humus y de la crema vegetal, la aceptación fue positiva para la mayoría de los consumidores que 

realizaron la cata. 
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