UNIVERSIDAD DE MURCIA
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

TESIS DOCTORAL

Aprovechamiento de los subproductos del brocoli como fuente de
compuestos bioactivos.

D.2 Maria Borja Martinez
2023






UNIVERSIDAD DE MURCIA
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

TESIS DOCTORAL

Aprovechamiento de los subproductos del brocoli como fuente de
compuestos bioactivos

Autor: D.2 Maria Borja Martinez

Director/es: D.2 M2 Angeles Pedrefio Garcia

D.2 Ana Belén Sabater Jara






UNIVERSIDAD DE
MURCIA

DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD

DE LA TESIS PRESENTADA PARA OBTENER EL TITULO DE DOCTOR
Aprobado por la Comision General de Doctorado el 19-10-2022

D./Dfia. Marfa Borja Martinez

doctorando del Programa de Doctorado en
Biologia Vegetal

de la Escuela Internacional de Doctorado de la Universidad Murcia, como autor/a de la tesis presentada
para la obtencién del titulo de Doctor y titulada:

Aprovechamientos de los subproductos de brécoli como fuente de compuestos bioactivos.

y dirigida por,
D./Dfia. Maria Angeles Pedrefio Garcia

D./Dfia. Ana Belén Sabater Jara
D./Dia.

DECLARO QUE:

La tesis es una obra original que no infringe los derechos de propiedad intelectual ni los derechos de
propiedad industrial u otros, de acuerdo con el ordenamiento juridico vigente, en particular, la Ley de
Propiedad Intelectual (R.D. legislativo 1/1996, de 12 de abril, por el que se aprueba el texto refundido de la
Ley de Propiedad Intelectual, modificado por la Ley 2/2019, de 1 de marzo, regularizando, aclarando y
armonizando las disposiciones legales vigentes sobre la materia), en particular, las disposiciones referidas al

derecho de cita, cuando se han utilizado sus resultados o publicaciones.
Si la tesis hubiera sido autorizada como tesis por compendio de publicaciones o incluyese 1 o 2 publicaciones (como prevé el articulo 29.8 del
reglamento), declarar que cuenta con:
. La aceptacion por escrito de los coautores de las publicaciones de que el doctorando las presente como parte de la tesis.

. En su caso, la renuncia por escrito de los coautores no doctores de dichos trabajos a presentarlos como parte de otras tesis
doctorales en la Universidad de Murcia o en cualquier otra universidad.

Del mismo modo, asumo ante la Universidad cualquier responsabilidad que pudiera derivarse de la autoria o
falta de originalidad del contenido de la tesis presentada, en caso de plagio, de conformidad con el
ordenamiento juridico vigente.

En Murcia, a 15 de marzo de 2023
BORJA MARTINEZ Firmado digitalmente por

BORJA MARTINEZ MARIA -
MARIA - 487392925
Fdo.: Maria Borja Martinez 487392925 F%ﬁ’jg(;'2023-03-‘5 23:04:50
+

Esta DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD debe ser insertada en la primera pagina de la tesis presentada para la obtencion del titulo de Doctor.

Informacion basica sobre proteccion de sus datos personales aportados

Universidad de Murcia.
Responsable: Avenida teniente Flomesta, 5. Edificio de la Convalecencia. 30003; Murcia.
Delegado de Proteccion de Datos: dpd@um.es

Legitimacion: La Universidad de Murcia se encuentra legitimada para el tratamiento de sus datos por ser necesario para el cumplimiento de una obligacion
legal aplicable al responsable del tratamiento. art. 6.1.c) del Reglamento General de Proteccidn de Datos

Finalidad: Gestionar su declaracién de autoria y originalidad

Destinatarios: No se prevén comunicaciones de datos

Los interesados pueden ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion, oposicidn, limitacion del tratamiento, olvido y portabilidad
Derechos: a través del procedimiento establecido a tal efecto en el Registro Electrénico o mediante la presentacion de la correspondiente solicitud en las
Oficinas de Asistencia en Materia de Registro de la Universidad de Murcia







El presente trabajo de investigacion ha sido realizado conjuntamente entre la empresa Agricola
Santa Eulalia S.L. y el Departamento de Biologia Vegetal (Area de Fisiologia Vegetal) de Ia
Facultad de Biologia de la Universidad de Murcia bajo la direccién de la Dra. M2 Angeles Pedrefio

Garcia y la codireccién de la Dra. Ana Belén Sabater Jara.

Este trabajo de investigacién ha sido financiado por el proyecto “Desarrollo de procesos de
obtencién de ingredientes bioactivos a partir de subproductos vegetales” concedido por la
Consejeria de Desarrollo, Turismo y Empleo, destinado a impulsar la cooperacién publico privada
y la transferencia de tecnologia en los ambitos de especializacién de la Estrategia de
Investigacion e Innovacion para la especializacion Inteligente de la Regién de Murcia (Proyectos
RIS3MUR, de referencia 2116SA000043) asi como con la ayuda de un contrato concedido por el
Ministerio de Economia y Competitividad (PEJ-2018-004841-A).

N Firmado digitalmente por
PEDRENO GARCIA PEDRENO GARCIA MARIA SABATER JARA ;:;"STQA;”g;th";Z”:E N
MARIA ANGELES - ANGELES - 22947266M ANA BELEN - RELEN - 484004824
Fecha: 2023.02.27 48400482H 05520 0100
22947266M 12:32:27 +01'00°
Fdo: M2 Angeles Pedrefio Garcia Fdo: Ana Belén Sabater Jara

BORJA  rirmaco
MARTINEZ - 5orin makTnez
MARIA - MARIA - 487392925

Fecha: 2023.02.27

48739292S 17:08:53 +01'00

Fdo: Maria Borja Martinez

Murcia, 27 de febrero de 2023






Agradecimientos

En primer lugar, y no podia ser de otra forma, quiero dar las gracias a mis directoras de tesis, M2
Angeles Pedrefio y Ana Belén Sabater. A M2 Angeles por darme la oportunidad de entrar en el
grupo de plantas biofactoria e iniciarme y guiarme en el mundo de la investigacion y de los
cultivos vegetales. Y gracias especialmente a Ana, por estar siempre, tanto como directora como
compafiera y amiga, para dar consejos y soluciones, por ser vecina tanto de casa como de mesa
del despacho, por todos los viajes a la universidad juntas (que han sido muchos todos estos afios)
y por sacar tiempo de donde habia para resolver dudas, ya sea en Barcelona o en Murcia. A las

dos, gracias por la oportunidad de llevar a cabo esta tesis.

Por supuesto agradecer la oportunidad de realizar esta tesis a la empresa Agricola Santa Eulalia
S.L., asi como al Centro Tecnoldgico Nacional de la Conserva y Alimentacién y al Centro de

Investigacion y Desarrollo del Alimento Funcional en Granada.

También agradecer al resto de compafieros del laboratorio, los que siguen y los que se fueron,
de todos me llevo algo. Gracias a Esther, mi primera mentora, quien me enseiié sobre todo lo
importante que es la organizacidn y ser metddica, por sus largas charlas y risas y por sentar las
bases del trabajo en laboratorio en mi. A Fran por iniciarme en el mundo del cultivo de
Arabidopsis y las peroxidasas y por hacer que todo parezca facil a base de bromas y risas. A PJ,
porque lo sigo teniendo presente cada vez que suena Madonna en la radio o que Leticia Sabater

saca un nuevo villancico. Siempre te llevaré en mi Cuore.

A Bego, por haber sido una gran compafiera de laboratorio. A Sarai, por compartir gustos frikis
(en el buen sentido siempre) y musicales (yo no podria salir sola en el karaoke a cantar System
of a Down), has hecho que esta etapa sea mucho mas llevadera. A Lorena, la vicedecana de
festejos, por estar siempre para echar una mano en lo que sea, tanto en el laboratorio como
fuera de él. El paseo en taxi por Barcelona y los Baca pifionet estardn siempre en mi memoria. A
Pepita, la auténtica jefa del laboratorio, le preguntes a quien le preguntes. Por ser amiga y
practicamente la madre de todos y por estar siempre para echar una mano en los momentos de
caos y obviamente por sus sesiones musicales que alegran cualquier trabajo. A Edu y a Joseco,
por las charlas sobre juegos en los que perder tiempo y dinero y las recomendaciones de libros
fantasiosos. A todos ellos, el equipo San Pulpo, porque cerrar el chiringuito algo mas pronto los
viernes para un combo hacia que el estrés de la semanavaliera la pena (aunque sea viendo como

sube de precio de los trozos de pulpo).

También quiero agradecer esta tesis a todo el equipo del servicio de cultivo de tejidos del ACTI,

en especial a Juana, Tofi y M2 Jesus, porque han sido muchas horas encerradas en esas cabinas



y siempre han estado para todas las preguntas y dudas que he tenido (que no han sido pocas).
También a Pilar, Silvia y Rosario, a las que he ido persiguiendo cada dos por tres para ver cémo
funciona un equipo y porque necesito material, gracias por la paciencia. También al equipo de
Instrumentacion Cientifica y de Biologia Molecular del ACTI por estar para resolver dudas
cuando los he necesitado. También quiero expresar mi gratitud al grupo de Calidad Alimentaria
del IMIDA, especialmente a Pilar Hellin, por su colaboracion y por aguantar constantes mensajes

y correos para pinchar glucosinolatos

A Irene y Virginia porque, a pesar del tiempo, seguimos siendo las mismas tres pencas y sé que

puedo contar con ellas para cualquier cosa.

A mis winsan de la universidad: Penélope, Paco, Javi (tU no eres de la universidad, pero por
tiempo como si lo fueras), Antonio, M2 José y Alba, por tantos afios de amistad, risas, viajes,
batas y paellas (y mas cosas que no se pueden contar en publico), por preocuparse de como
llevo la tesis en cada quedada (aunque realmente les interesara la fiesta de después) y por haber

estado en los momentos buenos y los malos.

A los amigos del pueblo o los digitales, que diria alguno: Chicano, Fidel, Fran Sparrow, Alberto,
Bea, Lara, Rubén, Alvaro (una copia de la tesis va para ti), Jota e incluso Yeipi, épor qué no?
Gracias por el apoyo, por la preocupacion de cémo estaba en todo momento, por las quedadas,
los juegos de mesa y las escape rooms. Y por supuesto a Juanjo, gracias por creer en mi incluso

mas que yo misma y darme un empujoncito cuando lo he necesitado.

Gracias Nintendo, por darme horas (quizd demasiadas) de entretenimiento, que han hecho mas
Ilevaderos momentos de estrés y a la vez han causado otros tantos e igualmente gracias a Yako
y a Tundra por obligarme a parar, pasear y a tomar el aire y despejar la mente un rato cada

tarde.

Y, por ultimo, a mi padre, mi madre y mi hermana. Gracias por poder contar con vosotros
absolutamente siempre, por animarme siempre a llegar lo mas lejos posible, por vuestro apoyo

Yy vuestra preocupacion.



A mis padres






“A veces la ciencia es mds un arte que una ciencia, Morty,
muchos no la entienden.”
-Rick Sanchez






Articulos originales de investigacion

1. Autores: Borja-Martinez M, Lozano-Sanchez J, Borras-Linares |, Pedrefio MA, Sabater-
Jara AB. 2020.
Titulo: Revalorization of broccoli by-products for cosmetic uses using supercritical fluid
extraction.
Revista: Antioxidants.
Fecha: 2020
9:1-17. Impact factor: 5.014 Position: 10/139 (Q1).

2. Autores: Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Maria Borja Martinez; Maria Angeles Pedrefio
Garcia; Lorena Almagro Romero.
Titulo: Biosynthesis and bioactivity of glucosinolates and their production in plant in
vitro cultures.
Revista: Planta.
Fecha: 2017
246, pp. 19 - 32. Springer. Impact Factor: 3.361 Position: 30/212 (Q1).

Comunicaciones a congresos

1. Autores/as: Pedrefio, MA, Belchi-Navarro, S, Sabater-Jara, AB, Borja-Martinez, M,
Almagro, L.
Titulo: Cultivos celulares vegetales como fuente de produccién de compuestos
bioactivos
Congreso: V Congreso Internacional de Biotecnologia y Biodiversidad (V CIBB)
Tipo de participacion: Conferencia oral invitada.
Ambito geogréfico: Internacional
Lugar de celebracion: On line.

Fecha: octubre 2020

2. Autores/as:S. Belchi-Navarro, L. Almagro, A.B. Sabater-Jara, M. Borja-Martinez, M.A.
Pedrefio
Titulo: Changes in the secretome of Vitis vinifera cv. Monastrell cell cultures treated
with cyclodextrins and methyl jasmonate
Congreso: FESPB 21

Tipo de participacion: Péster



Ambito geogréfico: Internacional
Lugar de celebracidén: On line.

Fecha: 28 junio - 1 Julio 2021

Autores/as: M.A. Pedrefio, L. Almagro, S. Belchi-Navarro, M. Borja-Martinez, A.B.
Sabater-Jara

Titulo: Strategies to produce bioactive compounds from plant cell cultures
Congreso: XXIV Reunién de la Sociedad Espafiola de Biologia de Plantas y el XVII
Congreso Hispano-Luso de Biologia de Plantas.

Tipo de participacion: Ponencia oral

Ambito geogréfico: Internacional

Lugar de celebracidn: On line.

Fecha: 7-9 julio 2021

Autores/as Maria Borja Martinez; Maria Jests Marin Marin; Maria Angeles Pedrefio
Garcia; Ana Belén Sabater Jara

Titulo: Analisis del perfil génico y su relacion con la produccion de compuestos
terpénicos en cultivos celulares de Solanum lycopersicum cv Micro Tom sometidos a
elicitacion

Congreso: XlIl Reunién de la Sociedad Espafiola de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales
Tipo de participacion: Péster

Ambito geografico: Nacional

Lugar de celebracidn: Vitoria, Pais Vasco, Espafia

Fecha: 11-13 septiembre 2019

Autores/as: Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Karla Daniela Pavén Ramén; Sarai Belchi
Navarro; Lorena Almagro Romero; Ana Belén Sabater Jara; Maria Borja Martinez; Maria
Angeles Pedrefio Garcia.

Titulo: Eventos de sefializacién en suspensiones celulares de brdcoli elicitadas con
coronatina

Congreso: XlIl Reunién de la Sociedad Espafiola de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales
Tipo de participacion: Péster

Ambito geografico: Nacional

Lugar de celebracidn: Vitoria, Pais Vasco, Espafia

Fecha de celebraciéon: 11-13 septiembre 2019



6. Autores/as: Maria Borja Martinez; Maria Angeles Pedrefio Garcia; Ana Belén Sabater
Jara.
Titulo: Estudio de la citotoxicidad de extractos de subproductos de la industria del
brocoli
Congreso: V Jornadas Doctorales
Tipo de participacion: Ponencia oral
Ambito geografico: Nacional
Lugar de celebracidn: Murcia, Regidn de Murcia, Espafa

Fecha: 29-31 mayo 2019

7. Autores/as: Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Matteo Gionfriddo; Cecilia Pugliese; Sarai
Belchi Navarro; Ana Belén Sabater Jara; Maria Borja Martinez; Lorena Almagro Romero;
Pedro Diaz Vivancos; Maria Angeles Pedrefio Garcia.

Titulo: Produccién de compuestos bioactivos y andlisis del estrés oxidativo en cultivos
celulares de brdcoli elicitados

Congreso: V Jornadas Doctorales

Tipo de participacion: Ponencia oral

Ambito geografico: Nacional

Lugar de celebracidn: Murcia, Regidn de Murcia, Espaia

Fecha: 29-31 mayo 2019

8. Autores/as: Maria Borja Martinez; Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Maria Angeles
Pedrefio Garcia; Ana Belén Sabater Jara.
Titulo: Nuevos métodos de extraccién de compuestos bioactivos a partir de
subproductos del brécoli
Congreso: | Congreso de jovenes investigadores en ciencias agroalimentarias
Tipo de participacion: Péster
Ambito geografico: Nacional
Lugar de celebracidn: Almeria, Andalucia, Espaiia

Fecha: 20 diciembre 2018

9. Autores/as: Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Matteo Gionfriddo; Sarai Belchi Navarro;
Ana Belén Sabater Jara; Maria Borja Martinez; Lorena Almagro Romero; Pedro Diaz

Vivancos; Maria Angeles Pedrefio Garcia.



10.

11.

12.

Titulo: Anadlisis de la produccién de compuestos bioactivos en cultivos celulares de
brocoli

Congreso: | Congreso de Jévenes Invetigadores en ciencias agroalimentarias

Tipo de participacion: Poster

Ambito geografico: Nacional

Lugar de celebracion: Almeria, Andalucia, Espafia

Fecha: 20 diciembre 2018

Autores/as: Maria Borja Martinez; Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Maria Angeles
Pedrefio Garcia; Ana Belén Sabater Jara.

Titulo: Characterization of bioactive compounds in broccoli industry byproducts
Congreso: ANQUE International Congress of Chemistry "foods and beverages"

Tipo de participacion: Ponencia oral

Ambito geografico: Nacional

Lugar de celebracidn: San Pedro del Pinatar, Regién de Murcia, Espaiia

Fecha: 17-20 junio 2018

Autores/as: Maria Borja Martinez; Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Maria Angeles
Pedrefio; Ana Belén Sabater Jara.

Titulo: Caracterizacién de compuestos bioactivos en subproductos de la industria del
brécoli

Congreso: IV Jornadas Doctorales

Tipo de participacion: Ponencia oral

Ambito geografico: Nacional

Lugar de celebracidn: Murcia, Regidon de Murcia, Espaina

Fecha: 29-31 mayo 2018

Autores/as: Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Jorge Cerdn Hernandez; Sarai Belchi
Navarro; Ana Belén Sabater Jara; Maria Borja Martinez; Maria Isabel Navarro Mendoza;
Pilar Hellin; Pilar Flores; Lorena Almagro; Maria Angeles Pedrefio.

Titulo: Produccion de compuestos bioactivos y andlisis de la expresion génica en cultivos
celulares de brdcoli

Congreso: IV Jornadas Doctorales

Tipo de participacion: Ponencia oral

Ambito geografico: Nacional



13.

14.

15.

Ciudad de celebracién: Murcia, Regidon de Murcia, Espafia

Fecha: 29-31 mayo 2018

Autores/as: Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Jorge Cerdn Hernandez; Ana Belén Sabater
Jara; Sarai Belchi Navarro; Maria Borja Martinez; Maria Angeles Pedrefio Garcia; Lorena
Almagro.

Titulo: Effect of coronatine on glucosinolate production and the gene expression
involved in their biosynthesis pathway in Brassica oleracea var. italica cell cultures.
Congreso: Xlll Simposio Internacional de Biotecnologia Vegetal

Tipo de participacion: Pdster

Ambito geografico: Internacional

Lugar de celebracidn: La Habana, Cuba

Fecha: 08-11 mayo 2018

Autores/as: Lorena Almagro Romero; Carlos Cerdn; Ana Belén Sabater Jara; Begofia
Miras Moreno; Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Maria Borja Martinez; Maria Isabel
Gonzalez Sanchez; Edelmira Valero Ruiz; Maria Angeles Pedrefio Garcia.

Titulo: Effect of elicitors on the antioxidant activity of different plant cell cultures
Congreso: 18th Biotechnology Congress

Tipo de participacion: Péster

Ambito geografico: Internacional

Lugar de celebracidn: Nueva York, Estados Unidos de América

Fecha: 19-20 octubre 2017

Autores/as: Begofia Miras Moreno; Ana B. Sabater Jara; Pedro J. Sdnchez Pujante; Sarai
Belchi Navarro; Lorena Almagro; Maria Borja Martinez; Maria A. Pedrefio.

Titulo: Elicitation of carrot cell cultures to increase a-tocopherol and phenolic
compounds

Congreso: 3rd International Conference on natural products utilization: from plants to
pharmacy shelf

Tipo de participacion: Péster

Lugar de celebracién: Bansko, Bulgaria

Fecha: 18-21 octubre 2017



16.

17.

18.

19.

Autores/as: Ana B. Sabater Jara; Pedro J. Sdnchez Pujante; Sarai Belchi Navarro; Lorena
Almagro; Begofia Miras Moreno; Maria Borja Martinez; Laura Di Patria; Maria A.
Pedrefio.

Titulo: Enhancement of triterpenoid compounds in Solanum lycopersicum cv. Micro-
Tom elicited cell cultures

Congreso: 3rd International Conference on natural products utilization: from plants to
pharmacy shelf

Tipo de participacion: Pdster

Ambito geografico: Internacional

Lugar de celebracién: Bansko, Bulgaria

Fecha: 18-21 octubre 2017

Autores/as: Begofia Miras Moreno; Maria Borja Martinez; Lorena Almagro Romero;
Maria Angeles Pedrefio Garcia; Ana Belén Sabater Jara.

Titulo: Enhanced accumulation of phytosterols and phenolic compounds in cyclodextrin-
elicited cell suspension cultures of Daucus carota

Congreso: Biotec 2017

Tipo de participacion: Péster

Ambito geografico: Nacional

Lugar de celebracidn: Murcia, Regidn de Murcia, Espaia

Fecha de celebraciéon: 18-21 junio 2017

Autores/as: Carmen Irene Mendoza Cabezos; Maria Borja Martinez; Begofia Miras
Moreno; Rosa Cruz Ruiz; Ana Belén Sabater Jara; Maria Angeles Pedrefio Garcia.

Titulo: Production of bioactive compounds in elicited cell suspension cultures of Punica
granatum.

Congreso: Biotec 2017

Tipo de participacion: Péster

Ambito geografico: Nacional

Lugar de celebracidn: Murcia, Regidon de Murcia, Espaia

Fecha de celebraciéon: 18-21 junio 2017

Autores/as: Pedro Joaquin Sdnchez Pujante; Sarai Belchi Navarro; Ana Belén Sabater
Jara; Maria Borja Martinez; Pilar Hellin; Pilar Flores; Lorena Almagro Romero; Maria

Angeles Pedrefio Garcia.



20.

21.

22.

Titulo: Produccidon de compuestos bioactivos en cultivos celulares de Brassica oleracea
var. ltalica

Congreso: Il Jornadas Doctorales

Tipo de participacion: Ponencia oral

Ambito geografico: Nacional

Lugar de celebracidn: Murcia, Regién de Murcia, Espafia

Fecha: 30 mayo-1 junio 2017

Autores/as: Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Maria Borja Martinez; Sarai Belchi Navarro;
Juan Francisco Sanchez Lopez; M2Angeles Pedrefio; Lorena Almagro.

Titulo: Bioproduction of bioactive compounds obtained from elicited broccoli cell
cultures

Congreso: 2nd International Conference on Nutraceuticals and Nutrition Supplements
Tipo de participacion: Péster

Ambito geografico: Internacional

Lugar de celebracidn: Bangkok, Tailandia

Fecha: 18-20 julio 2016

Autores/as: Pedro Joaquin Sanchez Pujante; Lorena Almagro; Maria Borja Martinez;
Sarai Belchi Navarro; Ana Jiménez; Francisca Sevilla; M2 Angeles Pedrefio.

Titulo: Effect of elicitors on the production of antioxidant compounds and redox
proteins in broccoli cell cultures

Congreso: 2nd International Conference on Nutraceuticals and Nutrition Supplements
Tipo de participacion: Péster

Ambito geografico: Internacional

Lugar de celebracidn: Bangkok, Tailandia

Fecha: 18-20 julio 2016

Autores/as: M2 Angeles Pedrefio; Maria Borja Martinez; Lorena Almagro; Maria Victoria
Alarcén; Esther Novo Uzal.

Titulo: Effect of irrigation and crop level on skin peroxidases from Vitis vinifera L. cv
Tempranillo

Congreso: XIV Congreso Hispano Luso de Fisiologia Vegetal

Tipo de participacion: Péster

Ambito geografico: Internacional



Lugar de celebracidon: Toledo, Castilla-La Mancha, Espaiia

Fecha: 14-17 junio 2015

23. Autores/as: Francisco Fernandez-Pérez, Maria Borja Martinez, Herrero J, Pomar F,
Pedrefio MA, Novo-Uzal E
Titulo: Characterizing syringyl peroxidases using Arabidopsis mutants
Congreso: Oxizymes Vienna
Tipo de participacion: Ponencia oral
Ambito geografico: Internacional
Lugar de celebracién: Viena, Austria

Fecha de celebracién: 1-4 julio 2014

Patentes

1. Autores: Ana Belén Sabater Jara; Pedro Joaquin Sdnchez Pujante; Maria Borja Martinez;
Maria Angeles Pedrefio Garcia
Titulo de la propiedad industrial registrada: Procedimiento para incrementar la
produccion de glucosinolatos en cultivos celulares
Entidad titular de derechos: Agricola Santa Eulalia S.L. y Universidad de Murcia
N.2 de solicitud: 201730836
Pais de inscripcién: Espafia, Region de Murcia

Fecha de registro: 23/06/20



Indice






indice

ABFEVIATUIAS. ... i
INEFOAUCCION ........oiiiiiii et e e e e e e s et r e e e e e e e e ssanabaeeeeeaeeessnnsraaneeeaseannnnes 1
1. Subproductos vegetales y economia Circular ..........ooeuviiiiiieiiiiiiiiiiiiee e 3
1.1 W] o o oo [ o1 e 1R VA =1 [o [V Lo 1 PP PPPPPPPPIR 3

1.2 Problematica actual.........coooeeiiiii 4

2. Economia circular como estrategia de valorizacidn de subproductos............................. 8
2.1 Importancia de 10s sUbproductos.........cceeeeeeiiii 8

2.2 Economia circular y nuevas estrategias de valorizacion de subproductos vegetales9

3. EIBrOCON. o s e 12
3.1 Distribucion y produccidn de cultivos de brocoli ... 15
3.2 Compuestos bioactivos e importancia del brécoli .........uvvvvevviiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiinnnn, 17
33 Uso de subproductos del brécoli como fuente de compuestos bioactivos ............ 25

4. Tecnologias de extraccién verde para la obtencion de compuestos bioactivos a partir de

subproductos de la industria agroalimentaria..............ccccc 28
4.1  Técnicas de extraccion CONVENCIONAIES .......ccovvuriiieiiiiiieiiieee e 29
4.2 Técnicas de extracCion “Verdes” .........cccovvieieiiiiieie i 30

5. Revalorizacién de los subproductos del brécoli..........oo 34
5.1 ANMENTACION ..eeiiiiiiiieiieee et et e s e s e e e 34
5.2 INAUSEria farmMacBULICa ...ccevueieee it 38
5.3 (6011 (1] 4o P ST PP PP OPPPPPPPPPR 40

[0 = 1Yo -3 43
Material Y METOTOS..........ooiiiiiiiiiiieieieeeecieeeee ettt e e eeeeeeeeeeaaeeeaeeraasaassssssssssassssssrsrssrnnnnnes 47

L. Material VEGETAl .....uueeeieiiiiiiii s 49
1.1 Optimizacidon del secado de 10s subProductos ..........uvvvvviviiiiiiiiieiiiiieeeeeeeieeeeeeeaneen, 49

2. Técnicas extractivas de compuestos bioactivos............ccceeeeei 51
2.1 Extraccion convencional (EC) ......ccooeeeeiiiiiiiii 51
2.2 Extraccion de compuestos hidrosolubles sin el uso de disolventes organicos ....... 51
2.3 Extraccion mediante fluidos supercriticos (SFE)........cooeieiiiiii 52
2.4 Extraccion mediante fluidos presurizados (PLE)............ccooeeieeiiiiiii 52

3. Cuantificacién de compuestos bioactivos ............ccooeiiiiiiiiiii 53
3.1 Fitoesteroles y a-tocoferol........ccccoeeeeiiii 53
3.2 Clorofilas Yy Carot@NOIAES . .......eviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeseeeessessasssessesssesesssaarees 54
3.3 (00T 0] o T 01T fo 13N =T g Vo] [T olo L3P PPPPPPPPPPRt 54
3.4 GlIUCOSINOIALOS ...ttt et e e e s e e e e e as 54

4. Determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos .............eevvvvveveveveveeeennnns 55



indice

5. Ensayos de bioactividad de los extractos en cultivos celulares humanos...................... 55
5.1 Lineas celulares y condiciones de cultivo............ccoeiiiiiiiiiiiiiiin e, 55
5.2 Caracterizacion del crecimiento de las lineas celulares...........uuvvviveveeeveeeveeeneninnnnns 57
5.3 Ensayos de viabilidad celular..........cccooeeiiiii 58
5.4 Ensayo de migracion celular.........ccooeeiiiiii 62

5.5 Determinacidn de la produccién intracelular de especies reactivas de oxigeno ....63

5.6 Determinacion de la expresidn de genes relacionados con la inflamacién ............ 64
6. ANALISIS @STAdISTICO .uvvriiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e 66
ReSUAAOS Y AISCUSTION .......ooovviiiiiiiiiiec e e e e e e e e e e e e e eeab e e e e e eeeessaans 67

Capitulo 1: Optimizacion de la extraccion de compuestos bioactivos a partir de subproductos

AEIDBIOCON ..o et e e e s st e e e e e e s s bbaat e e e e e e s 69
1. Antecedentes Y ODJELIVOS ....uuuuuuuueiii s 71

2. Preparacidny acondicionamiento de los subproductos de brdcoli para la extraccién de
SUS COMPUESLOS bI0ACTIVOS ..cccciiiiiiiiii 73
2.1 ReCOIECCION A MUESEIAS ..evviiiiiiiiiiiiieiee ettt et e e e e s s rree e e e e e e s enaaaes 73
2.2 Optimizacidn del proceso de secado de 1as MUESLIas .........evvvvevveeveveeeeeeeeeerireennnnns 73

3. Caracterizaciéon del contenido en compuestos bioactivos de los subproductos de
0T o Yol ] | PP PPPPRPPP 75

3.1 Cuantificacién de los compuestos obtenidos por extraccién convencional ........... 75

3.2 Extraccion y cuantificacion de los compuestos bioactivos hidrosolubles sin el uso
de diSOIVENTES OrZANICOS ..uuuuuueuiiiiiiiii s 82

33 Cuantificacién de los compuestos obtenidos por extraccién mediante fluidos
0 oY= o] 1 oo 1 85

3.4 Cuantificacién de los compuestos obtenidos por extraccién mediante fluidos
PrESUIIZAAOS. ..cc e 94

Capitulo 2. Aplicacidn de los extractos obtenidos de subproductos de brdcoli en la industria

COSIMBEICA ...ttt ettt e e st e e s ab e e e s s ab bt e e e sbb et e e e aabre e e e snbeeeeeanreeee s 101
1. Antecedentes Y ODJETIVOS .....uuuuuuui s 103

2. Caracterizacion del crecimiento de la linea celular de queratinocitos HaCaT.............. 106
2.1 Curva de crecimiento de HaCaT ......occceviiiiiiieiiiiieeeeee e 107

3. Estudios de citotoxicidad de los extractosyde laluzUV-B..................., 109
3.1 Citotoxicidad de 10 diSOIVENTES ........eeveiiiiiiiiiiiiee e 109

3.2 Citotoxicidad de los extractos de Naxos obtenidos mediante fluidos
0 oY= o] 1o 3 110

3.3 Citotoxicidad de [ IUZ UV-B .....ouur e 112



indice

3.4 Citotoxicidad de la luz UV-B en queratinocitos pretratados con extractos
optimizados obtenidos mediante fluidos supercriticos a partir de subproductos de
o] o ol | TSP UUR N 113

4. Aplicaciones cosméticas de los extractos en células de queratinocitos............cuuvvveees 115

4.1 Efecto de los extractos de subproductos de brdcoli sobre la produccion
intracelular de ROS en queratinocitos HaCaT expuestos @ UV-B...........cuuvevvvvvvvvvvevnnennnnns 115

4.2 Efecto de los extractos de subproductos de brdécoli sobre la expresién de genes
relacionados con la inflamacién en queratinocitos HaCaT expuestos a luz UV-B ............ 117

4.3 Reparacion de heridas piel.......cccceeeeiiiii 123

Capitulo 3: Revalorizacién de los subproductos del brocoli como ingredientes de la industria

NUEFACEUTICA ....ceeiiiiiieeeeiee et e et e e st e st e e s sn e e e e sanaeeeesnreeeenans 131
1. Antecedentes Y ODJELIVOS ....uuuuuuuuiii s 133

2. Estudios de citotoxicidad de los extractosy del LPS ..., 136
2.1 Citotoxicidad del extracto enriquecido en glucosinolatos sobre la linea celular CCD-
2 6o T O OO T PO OOV PPROPPTRPPPTOPPRI 136

2.2 Citotoxicidad del LPS.........coiiiiiiiieiiee ettt 137

3. Aplicaciones nutracéuticas de los extractos enriquecidos en glucosinolatos en células
Lo L3 ol ] (o FOU PP PP PPTPPPPP 139

3.1 Efecto de los extractos de subproductos de brécoli sobre la produccion
intracelular de ROS en miofibroblastos CCD-18Co estimulados con lipopolisacarido...... 139

3.2 Efecto de los extractos de subproductos de brécoli sobre la expresion de genes
relacionados con la inflamacién en miofibroblastos de colon CCD-18Co estimulados con

liPOPOliSACANIAO. ..o 141
CONCIUSIONES .....coeiniiiiieiitieee ettt et e ettt e e ettt e s sttt e e snb et esaabreeeesnbeeeesanneeeens 149
=31 (Lo T = - £ - TP PPPPPPPPPRt 153
AANBXO ... e e e e e e e e e e e e 183

1. Aplicacién de los extractos en el sector de la alimentacion ........ccccceeeeeeieiiiiiiiiicieiennn, 185

2. Extraccidn y cuantificacidn de los compuestos bioactivos hidrosolubles sin el uso de
disOlVeNtES OFgANICOS.....cccci i 187

2.1 Analisis nutricional del extracto obtenido mediante extraccion sin el uso de
AiSOIVENTES OFZANICOS . .uuueeeeeeiiiiiiiiiiit e anan 188

3. Incorporacion de los extractos procedentes de la extraccion sin el uso de disolventes

organicos de los subproductos de brdcoli en alimentos.............cccccc 189
3.1 Elaboracion de un humus con extracto de subproductos de bréocoli................... 189
3.2 Elaboracién de una crema de verduras con subproductos de brécoli ................. 191

Bibliografia ANEXO .....uuuueeiiiiiiiiii e nan 193






Abreviaturas
ABTS: 2,2'-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico]-sal de diamonio

ACC: acetil-CoA carboxilasa

AGE: productos finales de glicacién avanzada

AMPK: proteina quinasa activada por AMP

ARE: elementos de respuesta antioxidante

ASE: extraccién acelerada con solventes

ATCC: Coleccion de Cultivos Americana

CCD: disefio compuesto central

COVID-19: enfermedad por coronavirus de 2019

COX: ciclooxigenasa

CTC: Centro Tecnoldgico Nacional de la Conserva y Alimentacién
CV: coeficiente de variacién

DCF-DA: 3°,6’- diacetato de 2°,7 -diclorofluoresceina

DE: desviacion estandar

DMEM: medio esencial de Eagle modificado de Dubelcco
DMSO: dimetilsulfoxido

DT: tiempo de duplicacion

EAE: extraccidn asistida por enzimas

EC: extraccién convencional

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria

Ell: enfermedad inflamatoria intestinal

EMEM: medio minimo esencial de Eagle

ESI: ionizacidn por electrospray

FAE: equivalentes de acido ferulico

FAO: Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos
FRAP: poder de reduccion antioxidante del ién férrico
GAE: equivalentes de acido galico

GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa



Abreviaturas

GRAS: generalmente reconocidos como seguros

GSH: glutatién reducido

GSL: glucosinolatos

GtCO; eq: gigatoneladas de equivalentes de CO,

HO-1: hemo-oxigenasa 1

HRP VI: peroxidasa de rabano VI

ICAM-1: molécula de adhesion intercelular 1

IL: interleuquina

ILE: extraccion con liquidos idnicos

iNOS: dxido nitrico sintasa inducible

Keapl: proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch

LBP: proteina de unién al LPS

LDL: lipoproteina de baja densidad

LPS: lipopolisacarido

MAE: extraccidn asistida por microondas

MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos-1
MMP-9: metaloproteasa de matriz-9

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio
NAD(P)H: nicotina adenina dinucledtido (fosfato) reducido
NF-kB: factor nuclear potenciados de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
NIST: Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia

NO: éxido nitrico

NQO1: quinona oxidorreductasa 1

Nrf2: factor nuclear eritroide-2 relacionado con el factor 2
NX: Naxos

PBS: tampdn fosfato salino

Pc: Presidn critica

PEF: extraccién de campos eléctricos pulsados

PF: peso fresco

PGE2: prostaglandina E2

PLE: extraccion mediante fluidos presurizados



PS: peso seco

PT: Parthenon

QE: equivalentes de quercetina

RE: rendimiento de extraccidn

RFU: unidades relativas de fluorescencia

ROS: especies reactivas de oxigeno

RSLDE: extraccién dinamica de liquido sélido rapido
RSM: metodologia de superficie de respuesta
SBF: suero bovino fetal

SFE: extraccidn mediante fluidos supercriticos
SFN: sulforafano

Tc: temperatura critica

TEAC: capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox

TEER: resistencia eléctrica transepitelial
TLR-4: receptor de tipo Toll 4

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a
UAE: extraccidn asistida por ultrasonidos
UV: Ultravioleta

VCAM-1: molécula de adhesién celular vascular 1

Abreviaturas






Introduccion






Introduccion

1. Subproductos vegetales y economia circular

De acuerdo con las Naciones Unidas, se calcula que la poblacién mundial aumentard en los
préoximos anos hasta alcanzar la cifra de 9.700 millones de personas en el afio 2050. Esta
perspectiva de futuro plantea serias preocupaciones sobre el consumo mundial de biomasa,
combustibles fdsiles, metales y minerales, lo que llevara a un incremento de la produccién de
residuos, que siguiendo la tendencia actual, aumentard un 70 % en los préximos 40 afios
(Chiocchio etal., 2021). La demanda del aumento de produccién de alimentos ha venido
promoviendo un incremento en la generacion de residuos agroindustriales (Freitas et al., 2021).
Dentro de la produccidon de residuos, se conoce que la industria agricola es la principal
productora de residuos cada afio. Esta industria es la responsable de la produccidn de residuos
como cdscaras 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 evaluacién de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAQ) de 2011 sobre las pérdidas y el desperdicio de alimentos a
nivel mundial estimé que cada afio, 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 comprensién de este trabajo, es importante distinguir entre el
significado de subproducto y de residuo y sus diferencias ya que, aunque ambos términos

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

Segun el articulo 4 de la ley 22/2011 del Boletin Oficial del Estado (BOE) del pais (Espafia) del 28
de julio, de residuos y suelos contaminados, se define un subproducto como “una sustancia u
objeto, resultante de un proceso de produccion, cuya finalidad primaria no sea la produccion de
esa sustancia u objeto”. En cambio, en el articulo 3 del mismo, se define residuo como “cualquier
sustancia u objeto que su poseedor deseche o tenga la intencién o la obligacién de desechar”.
En cuanto al término residuo también se diferencian entre diferentes tipos, siendo la definicién
de residuo industrial aquellos “residuos resultantes de los procesos de fabricacidén, de
transformacion, de utilizacion, de consumo, de limpieza o de mantenimiento generados por la
actividad industrial, excluidas las emisiones a la atmdsfera reguladas en la Ley 34/2007, de 15
de noviembre”. Es decir, se podria hablar de subproducto como la parte restante de la

produccidn de un producto principal obtenido después de haber sometido a este uUltimo 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 consideraria residuo.

Asi, teniendo en cuenta estas diferencias, también se estipulan en la misma Ley las condiciones
para que tras el proceso de valorizacién 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 lasustancia u objeto se pueda utilizar directamente sin que sea necesario someterlo
a una transformacion posterior diferente a la de la préctica industrial habitual,

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

d) que su uso cumpla todos los requisitos pertinentes relativos a los productos, asi como a
la proteccion 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 agricolas se pueden definir como los subproductos producidos
durante el cultivo y procesamiento de productos agricolas como frutas, verduras, etc.
(Senthilkumar et al., 2020). Por lo tanto, segun 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 Problematica actual

La generacion y acumulacién de desperdicios de la industria de la alimentacidon (Figura 1) implica
un impacto significativo en la biodiversidad, la salud humanay el cambio climatico (Osorio et al.,
2021). Es por esta razén que los subproductos y desechos de las industrias agroalimentarias
estan acaparando la atencidn internacional, principalmente, por estos temas relacionados con
la contaminacion. El hecho del aumento de la generacién de estos subproductos implica también
un aumento en la explotacién 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 determind que casi el 30 % de las tierras agricolas del mundo
se utilizan para producir alimentos que finalmente se pierden o desperdician, lo que conlleva
una contaminacién adicional y la emisidon de gases de efecto invernadero, emisiones sin un

propdsito real (Mateos-Aparicio, 2020; Chiocchio et al., 2021).
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Las pérdidas y desperdicios de la industria agricola y del procesamiento y fabricacién de
alimentos se producen a lo largo de toda la cadena de produccidn. En concreto, en las fases de
procesamiento de los cultivos, la separacién de las partes comestibles de las partes no
comestibles genera una enorme cantidad de destrio, entre los que se incluyen principalmente
desechos organicos 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 dafios 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
alimentacidn.

A nivel global, existe un patrdn claramente visible; en las regiones de altos ingresos o paises
desarrollados, donde las preferencias estéticas y las fechas de caducidad arbitrarias son factores
gue contribuyen al desperdicio de alimentos, los volimenes de alimentos desperdiciados son
mayores en las etapas de procesamiento, distribucidon y consumo. Sin embargo, en los paises de
bajos ingresos o en vias de desarrollo, las pérdidas de alimentos ocurren mayoritariamente en
las etapas de produccién 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 climaticas desfavorables, favorece el deterioro de los alimentos. Estos

subproductos representan un importante problema de eliminacion (FAO, 2015; Gupta, et al.,
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2015). Asia, Europa y América del Norte resultaron ser los mayores contribuyentes en la

produccidn y acumulacion de estos subproductos (Banerjee et al., 2017).

En conclusidén, la generacién de subproductos a nivel mundial es mucho mayor en los paises
desarrollados en los que cada afo se producen alrededor de 198,9 kg per cépita 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 produccién de alimentos mientras que el
conjunto del norte de Africa y Asia occidental y central representaron el 32 % del volumen
mundial de estos desechos. En tercer lugar se encuentra el continente europeo que sumoé un 20
% de las pérdidas y desechos de alimentos generados a nivel mundial, mientras que el
desperdicio de alimentos en América Latina se estimé 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 asi el uso de la tierra, el agua y
los suministros asociados a la alimentacidn del ganado, ademas de reducir los costes de
alimentacién de los animales, que normalmente superan el 60 % de los costes totales de una
finca. En caso de no usarse para alimentacién de ganado se suelen eliminar incinerandolos o
llevandolos a vertederos (Gupta et al., 2015; Monllor et al., 2020). La incineracién es uno de los
métodos mas utilizados para deshacerse de los residuos en paises en vias de desarrollo (que
carecen de alternativas viables para la recuperacion y reutilizacién 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 eliminacién (Freitas et al., 2021). De esta forma surge también
el vertido como una forma estandar de eliminacién de residuos, aunque se considere la manera
menos econdmica de abordar el problema. Es mas, el vertido también se encuentra asociado a
riesgos de emisiones de gases de efecto invernadero (FAO, 2015). En este aspecto, segun los
calculos realizados por la FAQ, se cuantifico la huella de carbono del desperdicio de alimentos
en los recursos naturales en 3,3 gigatoneladas de equivalentes de CO, (GtCO; eq) en 2007, cifra
gue aumento hasta las 3,6 GtCO; eq en el afio 2011. Si a esta cifra se le sumaran las 0,8 GtCO,
eq de la deforestacion asociada al desperdicio de alimentos, obtendriamos que la huella de
carbono total del desperdicio de alimentos, incluido el cambio de uso de la tierra, es de
alrededor de 4,4 GtCO; eq por afo. Teniendo en cuenta estos datos, se puede decir que si el
desperdicio de alimentos fuera un pais, se encontraria en tercer lugar en la produccién anual de

CO,, por detras 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 dxido nitroso producidos
por la descomposicién de los desechos dentro de los vertederos (Banerjee et al., 2017). Este
hecho se considera muy perjudicial para el medio ambiente y para la conservacién del planeta.
De la acumulacidon de estos residuos en los vertederos surgen serios problemas como la
contaminacién del agua, malos olores, combustion, danos a la vegetacién 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 esta volviendo cada vez mas grave a nivel

global (Gupta et al., 2015).

Otro de los impactos negativos de la sobreproduccidon de alimentos y la mala gestién de los
residuos es en la economia, ya que produce pérdidas de dinero en los diferentes niveles de la
cadena de suministro. Por ello, una reduccion en la generacion de desechos tiene el potencial
de generar un valor econémico considerable (Chiocchio etal.,, 2021). En este sentido, la
generacién de desechos a lo largo de la cadena de suministro mundial, en 2019 se cuantificé en
aproximadamente 1.300 millones de toneladas con un costo de mds de 1 billédn de ddlares, lo
que supone un gasto de dinero enorme a nivel mundial para su eliminacién (Esposito et al.,
2020). En Europa, para eliminar 1 tonelada de residuos sélidos es necesario un gasto de entre
28 y 60 euros (Banerjee et al., 2017). Esto no solo significa una oportunidad desperdiciada para
la economia 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 econdmico basado en
la economia lineal, concretamente el paradigma de comprar-usar-tirar, es ampliamente
criticado por su insostenibilidad puesto que ejerce efectos negativos sobre el equilibrio del
ecosistema. Asi, la gestion de los subproductos, considerados como un problema en diversos
ambitos, ha pasado a considerarse una nueva diana para la creacién 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 aun sirve
y que nos llevaria a la generacion de una menor cantidad residuos; los cuales hoy en dia suponen
un grave problema debido a su acumulacién, generando altos costes para su eliminacion y un

impacto negativo elevado por la contaminacion del medio ambiente.
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2. Economia circular como estrategia de valorizacién de subproductos
2.1 Importancia de los subproductos

La gestidn adecuada de los desechos es un cambio necesario para la economia actual y decisivo
para lograr un sistema agroalimentario sostenible. Aunque no existe mucha informacién acerca
de los subproductos como fuentes de compuestos de interés que podrian 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 economia circular -en la que el objetivo es reintroducir los subproductos
y desechos a la linea de produccidn como materia prima para la obtencién de nuevos productos
con altos beneficios para la salud y valor aifladido- ofrece un elevado potencial ya que supone
una opcidn eficiente a medio y largo plazo para reducir, reutilizar o recuperar los recursos
naturales y los subproductos derivados de la cadena de alimentacion. Ademads, la
implementacion de la economia circular en el aprovechamiento de estos subproductos podria
considerarse una de las claves para reducir la contaminacién ambiental. Para ello, se deben
disefiar estrategias y tecnologias sostenibles para la extraccion 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 esta constituida por las
porciones vegetales que se eliminan porque carecen de interés comercial, aunque poseen una
composicion nutricional de gran potencial para otras industrias o para la elaboracidn 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 produccion utilizada, se obtienen desechos y
subproductos diferentes entre si en pardmetros como la cantidad generada o la composicidn
guimica (Mateos-Aparicio, 2020). Por ejemplo, en cuanto a su composicidn, los desechos
agricolas consisten principalmente en polisacdridos y compuestos fendlicos, entre otros
(Senthilkumar et al., 2020). Algunas investigaciones han demostrado una fuerte correlacién
entre las propiedades terapéuticas de estos compuestos y sus efectos beneficiosos para la salud
o para la prevencion de enfermedades, debido a la amplia gama de acciones farmacolégicas
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 disefiar nuevos alimentos funcionales. La produccién de
ingredientes bioactivos y/o aditivos alimentarios novedosos a partir de desechos y subproductos
alimentarios puede generar beneficios econdmicos principalmente para la industria alimentaria

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

Si bien la materia orgdnica presente en los subproductos agroindustriales es una fuente
interesante de componentes valiosos, hasta la fecha no existen muchas tecnologias 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 Economia circular y nuevas estrategias de valorizacion de subproductos
vegetales

El modelo actual de economia es lineal y se basa en un modelo heredado de la revoluciéon
industrial que, bajo la premisa de la oferta constante de productos con una vida util corta, ha
obligado a la realizacion de una produccion continua para satisfacer las necesidades constantes
de los consumidores. Este tipo de economia incrementa el uso indiscriminado de recursos
naturales, que son limitados, lo que podria dar paso a una importante crisis ambiental y
econdmica (Osorio et al., 2021). Es por este motivo, por lo que se plantea el redisefio del
tradicional camino econémico lineal de produccién y consumo y sustituirlo por un sistema de
economia circular que se perfila como una posible estrategia para superar estos problemas

derivados del sistema lineal (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del modelo de economia lineal actual (flechas rojas) y el redisefio circular propuesto
para la recuperacion de los subproductos como nuevas fuentes de materia prima (flechas negras).
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Es decir, la finalidad de la economia circular se centra en generar un crecimiento sostenible en
todo el mundo, que permita transformar los residuos generados en la cadena de produccion de
la industria agroalimentaria en nuevos productos con valor afiadido. Esto se traduciria en una
mejora tanto de la empleabilidad en el sector, como en la sostenibilidad del sistema
agroalimentario, proponiendo la reutilizacién y reciclaje de residuos y subproductos para

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

La creciente atencién que prestan responsables politicos, organizaciones no gubernamentales,
académicos y los propios consumidores a una economia circular y de residuo cero ha llevado a
las empresas agroalimentarias a incorporar sistemas cada vez mas sostenibles e innovadores a
sus estrategias de produccidn y eliminacidn de residuos. Este hecho, ademas de resolver el
problema de la eliminacién de los desechos de la industria, genera nuevas oportunidades para
la investigacidon y el desarrollo tecnoldgico (Esposito et al., 2020; Freitas et al., 2021). Asi, para
resolver los problemas de generacidn de desperdicios y pérdida de alimentos que resultan en
una produccién elevada de residuos, seria interesante la aplicacién de las bases de la economia
circular en las industrias agricolas y alimentarias (Esposito et al., 2020). Algunos de los procesos
de valorizacion de los subproductos de la industria agroalimentaria se dirigen hacia la
generacién de biocombustibles, produccién de compost para el abono de los campos de cultivo
o la extraccidn de los compuestos de alto valor aifadido, entre otros (Figura 3) (Girotto et al.,

2015).

La valorizacién de los subproductos como aditivos para la mejora del suelo es ampliamente
usado en muchos paises. El compostaje y el uso de carbdn vegetal se han utilizado para mejorar
la productividad de los campos durante siglos, aunque las técnicas se han ido modernizando,
por ejemplo, mediante pirdlisis, que produce el llamado biocarbdn. Este elemento es capaz de
proporcionar beneficios al suelo al que se aplica como el secuestro de carbono, mejorar la
calidad del suelo acido al aumentar su pH o del habitat de los microorganismos. Algunas ventajas
gue presenta esta técnica de economia circular partiendo de subproductos de la industria
agroalimentaria, en comparacion con el compostaje, es que reduce de manera significativa la

emision de gases de efecto invernadero (Banerjee et al., 2017).
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Figura 3. Numero de matrices vegetales investigadas para aplicaciones potenciales en cuatro areas
diferentes: salud humana y alimentacion, 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 lignocelulésicos procedentes de la biomasa
de residuos agroindustriales para ser utilizados en la sintesis de biomateriales como
bioaerogeles, biopeliculas, bio-nanocomposites e hidrogeles, aplicables en diferentes sectores
como la biomedicina, la ingenieria y la farmacia. Estos biomateriales nanoceluldsicos se pueden
utilizar como matrices en ingenieria de tejidos o en la administracidon controlada de farmacos,

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 extraccién que
encajan en las llamadas tecnologias verdes, amparadas en el marco de la economia circular.
Algunos de los ejemplos son la extracciéon mediante fluidos supercriticos (SFE), la extraccion
mediante liquidos presurizados (PLE), la extraccién asistida por microondas (MAE) y la extraccién
asistida por ultrasonidos (UAE) que son capaces de obtener productos de alto valor afiadido de
forma sostenible para las industrias quimica, farmacéutica y alimentaria. Estas tecnologias de
extraccion verdes, respetuosas con el medio ambiente debido al menor consumo de energia,
reduccion del uso solventes organicos y tiempos cortos de procesado, han venido destacando

como una excelente alternativa para extraer compuestos de alto valor afladido 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 biolégicos obtenidos a partir de
subproductos de la industria agricola como nuevos ingredientes podria 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 contribuiria a la valorizaciéon de estos
subproductos (Gupta et al., 2015). Teniendo en cuenta el interés reciente demostrado sobre
estos subproductos y su valorizacidn para diferentes sectores, no es de extrafiar que el nimero
de publicaciones cientificas que tratan sobre la valorizacién de residuos derivados de plantas

haya aumentado notablemente en los ultimos afios (Figura 4).
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Figura 4. Tendencia en la cantidad de publicaciones sobre la revalorizacién de subroductos vegetales
desde 2002 a 2022 obtenidos de Pubmed usando los buscadores: Plant + Byproduct + Valorization.

Por todas estas razones, en las Ultimas décadas, la demanda de productos e ingredientes
naturales ha aumentado considerablemente. Los consumidores prefieren esta opcion puesto
gue ofrecen una mayor seguridad, son ecoldgicas y presentan muchos beneficios para la salud

(Fraga-Corral et al., 2021).

3. El brocoli.

Brassica oleracea L. var. jtalica (Figura 5), conocido cominmente como brdcoli, brécol o brdoculi,
es una planta comestible y representa uno de los cultivos horticolas mds 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 rdbano, el repollo y la rdcula, entre otras.
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La familia Brassicaceae es una extensa familia de plantas angiospermas dicotiledéneas 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 ahi 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) asi como plantas modelo usadas en investigacion (Arabidopsis

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

Figura 5. Detalle de una planta de brdcoli.

Parte de su notoriedad se debe también a su presencia en practicamente la totalidad del mundo,
a excepcion de la Antartida (Lysak et al., 2010; Anjum et al., 2012; Vargas-Rincon 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 reduccién del riesgo de enfermedades crdnicas,
principalmente enfermedades cardiovasculares y varios tipos de cdncer (Sanlier & Guler, 2018;
Le et al., 2020a). Estos efectos se han asociado con la presencia de fenoles, glucosinolatos,
carotenoides, tocoferoles y dcido ascérbico en estas plantas, compuestos bien conocidos por

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

El brdcoli presenta numerosos floretes carnosos, dispuestos en forma de arbol, 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 estd rodeada de grandes hojas
erguidas de color verde grisaceo. Estas 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 tamafio que en la coliflor y con una superficie mas granulada.
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Forman conglomerados parciales de forma cdnica en el apice que puede llegar a medir 20 cm
de didmetro y alcanzar 2 kg de peso, existiendo colores distintos segun la variedad: morada,
rojiza, blanquecina o amarillenta, siendo la mas comun 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 alimentacidon mas representativas del género Brassica.

También cabe destacar que uno de los rasgos principales de los diferentes tipos de brécoli reside
en el tiempo necesario para su desarrollo completo, pudiendo ser precoces o tempranos (que
son recogidos en 90 dias desde su siembra), intermedios (entre 90 y 100 dias) y tardios (mas de
110 dias). Una vez superado el periodo de recoleccion 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. Ademas,
posee una raiz pivotante de la que parten de manera superficial una cabellera ramificada de

raices (Owis, 2015; Baixauli & Maroto, 2017).
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Figura 7. Esquema de un ramillete de brécoli y algunas de las partes de la planta.
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3.1 Distribucién y produccion de cultivos de brocoli

El brécoli es una hortaliza cada vez mas popular que se consume bajo muchas variaciones de
cultivares diferentes en todo el mundo. En 2019, la produccién mundial combinada de coliflor y
brécoli alcanzo los 26 millones de toneladas, 0,46 millones de toneladas mds que en 2018 y 0,58
millones de toneladas mas que en 2017 (Food and agriculture organization corporate statistical
database [FAOSTAT], s.f.). Segun datos de la FAOQ, la mayor proporcion a nivel mundial de la
produccidn de brécoli se centra en Asia, continente que alberga el 79 % de la produccion de este
vegetal, siendo China, la principal nacién productora de brdécoli a nivel mundial, llegando a
producir de media unos 9 millones de toneladas al afio. Le sigue como segundo mayor productor
del mismo continente la India, con una media anual de 8 millones de toneladas. EI mayor
contribuyente a la produccién de brécoli y coliflor en América es Estados Unidos, con una
produccidn en el afio 2020 de 1 millédn de toneladas de este grupo de verduras. El mismo puesto
de Europa lo ocupa Espafia con una produccion anual en 2020 de 746 mil toneladas de estos

vegetales (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion de la produccidn por continentes (A) y principales paises productores de brécoli y
coliflor en 2020 (B). Fuente: FAOSTAT, s.f.

Si nos centramos en la produccién de brdcoli a nivel europeo, podemos observar la superioridad
de produccién de Espafia en comparacion con el resto de los paises del continente (Figura 9).
Asi, en el continente europeo se destina a la produccién de estos vegetales unas 156.575
hectareas, con una produccién de alrededor de 2.755.886 toneladas de este cultivo. En cuanto
a Espaiia, el cultivo de brécoli representa el 26 % del terreno europeo y el 27 % de la produccion
total del continente, es decir, en total, se destinan unas 30.000 hectareas al cultivo de brdcoli

con una produccién 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 Espaiia lider del comercio exterior del

brdcoli tanto en paises comunitarios como a nivel mundial.

Toneladas (miles)
l 746,51

373,30

0,09

Con tecnologia de Bing
Y al © GeoNames, Microsoft, OpenStreetiMap, TomTom

Figura 9. Produccidn de brdcoli y coliflor a nivel europeo en 2020. Fuente: FAOSTAT, s.f.
3.1.1 Espaiay Region de Murcia

Con respecto a la peninsula ibérica, aunque las primeras anotaciones sobre el brécoli se
realizaron en el siglo XVIII (Valcarcel, 1767), no es hasta principios de 1970 cuando se desarrolla
este cultivo a mayor escala. Comenzando por la Comunidad Valenciana y Cataluiia, donde se
encontraban las principales empresas hortofruticolas y exportadoras de la época, mas adelante
el cultivo de brécoli se fue extendiendo por Espafa hasta zonas como Navarra o la Region de
Murcia, principales productoras y exportadoras de este vegetal en la actualidad (Baixauli &
Maroto, 2017). La superficie destinada en el pais al cultivo de esta hortaliza ha aumentado
alrededor de un 42 % en los ultimos 10 afios, pasando de 23.000 hectdreas en 2010 a 32.000 en
2021. Asi mismo, también aumentd la produccién de brécoli en un 54 % desde 2010 (Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion [MAPA], s.f.) Centrdndonos mas en la Regidon de Murcia,
los primeros cultivos de brécoli se remontan a la década de 1980, con un total de 878 hectareas
cultivadas. A principios del siglo XXI, la produccion de brdcoli en la Regidn alcanzé las 100.000
toneladas anuales, llegando a superar las 150.000 toneladas durante los afios 2003-2004 (Regién
de Murcia Digital, s.f.). En 2021, el cultivo de brdcoli en la Regidn de Murcia representé un 45,56
% de la produccion total en Espania, seguida de la Comunidad Valenciana (12,25 %) y de Navarra
(10,80 %), lo que supuso el 11 % de la produccién de la Unién Europeay el 0,9 % de la produccion
mundial. Actualmente, el cultivo de brdcoli en la Region ocupa 13.344 hectdreas con un
rendimiento de 18.830 Kg Ha™ (MAPA, s.f.). Este cultivo ha ido en aumento en estos uUltimos
afios debido, en parte, a la produccidén intensiva desarrollada a partir del Trasvase Tajo-Segura

y la potencia econdmica de este producto en los mercados europeos. Las areas de mayor
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densidad de cultivo dentro de la Regién de Murcia son: el Valle del Guadalentin, con Lorca y
Totana a la cabeza, el Campo de Cartagena, asi como Lobosillo de Murcia, El Mojdn de Beniel o

Archivel de Caravaca de la Cruz (Figura 10).

Distribucion del Brocoli
en la Region de Murcia.

Caravaca

Figura 10. Cultivo del brécoli en la Regidn de Murcia. (Regidn de Murcia Digital, s.f.)

A pesar de la gran produccidn de este cultivo, tanto en la Regién de Murcia como en Espania, la
gran mayoria de los brécolis cosechados se destinan a la exportacidn hacia otros paises. De la
produccidn estimada de 250.000 toneladas en el afio 2021, la Regidn exporté cerca de 200.000,
representando casi el 75 % del total de la exportacidén nacional. Respecto a la exportacidn, el
grupo de coles (brdcoli, coliflor y otras) aporté a la Regidn alrededor de 336,3 millones euros en
2018, un 3 % menos que el afio anterior mientras que el volumen exportado ascendié a 489.730
toneladas, un 7,7 % mas que en 2017 (Proexport, s.f.). Todos estos datos nos indican que el
brdcoli es un cultivo de enorme valor econdmico, tanto para el pais como para la Region de

Murcia.

3.2 Compuestos bioactivos e importancia del brocoli

Durante las ultimas décadas, se ha prestado especial atencidon a los compuestos bioactivos
naturales, presentes en frutas y hortalizas, con potencial para el tratamiento y la prevencién de
enfermedades humanas. En general, estos compuestos bioactivos derivados del metabolismo
secundario de las plantas, son sintetizados en cantidades pequefas, con respecto a otros
macronutrientes, pero contribuyen significativamente a la regulacion de los mecanismos de
proteccion frente a estreses bidticos y abidticos y proporcionan a los humanos que los
consumen importantes propiedades bioldgicas para la prevencion de algunas enfermedades
(Hooper & Cassidy, 2006; Hwang & Lim, 2015). Ademas, favorecen al mantenimiento de los

tejidos corporales, aumentan la resistencia a infecciones, regulan el desarrollo del sistema

17



Introduccion

nervioso y actuan durante el crecimiento ademas de ser beneficiosos para la sintesis de enzimas
en el higado (Moreno & Garcia-Viguera, 2008; Jeffery & Araya., 2009). En ese sentido, varios
estudios epidemioldgicos, han asociado el consumo de alimentos de origen vegetal,
caracteristicos de la dieta mediterranea, con un menor riesgo de enfermedades

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

En los ultimos afos, varios estudios, tanto in vitro como in vivo, se han centrado en los
compuestos bioactivos de las brasicaceas y su potencial para mitigar enfermedades crénicas
(Raiola et al., 2018; De La Fuente et al., 2020). Asi, numerosos estudios han relacionado su
riqueza en compuestos bioactivos con las propiedades asociadas al brécoli como
anticancerigeno (Ares et al., 2013), antioxidante (Jang et al., 2015), antimicrobiano (Owis, 2015),
antiinflamatorio (Dang et al., 2019) y antihipertensivo (Jeffery & Araya, 2009). Ademas, debido
a su composicion 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 clinicos han sugerido que el brécoli puede

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

Tabla 1. Composicién nutricional del brécoli por 100 g de producto. (Modificado de Nagraj et al., 2020
con datos de United States Department of Agriculture [USDA], s.f.).

Valor nutricional (g100g1) Minerales (mg 100 g-1)
Energia 32,5 Potasio(K) 309,5
Carbohidratos 6,455 Fosforo (P) 66
Proteinas 2,695 Calcio (Ca) 46,5
Lipidos 0,355 Sodio (Na) 34,5
Fibra 2,5 Magnesio (Mg) 21
Agua 90 Hierro (Fe) 0,71

Zinc (Zn) 0,415
Manganeso (Mn) 0,204
Vitaminas (mg 100 g-1) Cobre (Cu) 0,054
Vitamina A (RAE) 31 ug Selenio (Se) 2,05 ug
Vitaminas del grupo B 1,64
Vitamina C 90,25 Aminoacidos (g 100 g1)
Vitamina E 0,126 No esenciales 1,56
Vitamina K 0,136 Esenciales 0,803

Entre los compuestos bioactivos del brécoli cabe destacar los glucosinolatos (y sus productos de
hidrélisis, los isotiocianatos) y los compuestos fendlicos (flavonoides y acidos hidroxicinamicos)
gue han demostrado ser antioxidantes que podrian disminuir el riesgo de sufrir ciertos tipos de

cancer (Moreno etal.,, 2006). Ademds, 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, acido félico), fibra (que le proporciona cierto poder laxante) y elementos
minerales esenciales para la salud (calcio, potasio, sodio, fésforo y pequefias cantidades de zinc,
selenio, hierro, magnesio y manganeso) (Martinez-Ballesta et al., 2010; Baixauli & Maroto, 2017,
Liu et al., 2018) lo que la hace ser una de las verduras mds 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 brasicdceas son consideradas de gran importancia con respecto
ala salud humana puesto que poseen compuestos de significativa actividad bioldgica, como son
los glucosinolatos y sus productos de hidrdlisis, los isotiocianatos (Tumer et al., 2015). Ademas,
se ha determinado que la mayoria de las propiedades bioactivas de esta planta son debidas a la
presencia de estos compuestos (Guzman-Pérez et al., 2016). Los glucosinolatos, también
Ilamados tioglucésidos, son metabolitos secundarios anidnicos nitrogeno-azufrados que se
encuentran casi exclusivamente en plantas de la familia Brassicaceae, entre ellas el brécoli,
donde alcanzan la mayor concentracion, es decir, son los compuestos bioactivos por excelencia
del brécoli. El esqueleto basico de los glucosinolatos (B-D-tioglucésido-N-hidroxisulfato) esta
formado por un grupo B-D-tioglucosa, una oxima sulfonada y una cadena lateral variable
procedente de los aminodcidos metionina, fenilalanina, o triptéfano (Sanchez-Pujante et al.,

2017).

En la planta, aunque el papel de los glucosinolatos no esta claro, es probable que se encuentre
ligado a la defensa vegetal, puesto que confieren un sabor amargo y un olor fuerte que podria
repeler el ataque de los herbivoros (Finley, 2005). El grupo sulfato de los glucosinolatos es
fuertemente 4cido y las plantas los acumulan secuestrandolos en forma de sales de potasio en
las vacuolas (Keck & Finley, 2004). Ademas, los glucosinolatos no son activos biolégicamente
hasta que son hidrolizados a isotiocianatos mediante la accién de la enzima mirosinasa que se
libera de la pared celular por la accidn de la masticacion, la cosecha o el procesado de la planta
(Moreno etal.,, 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, si
gue poseen esa capacidad, que es llevada a cabo unas 2 o 3 horas tras la ingesta de vegetales

de la familia de las brasicas (Cartea et al., 2008).
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En cuanto a la salud humana, estos compuestos han sido objeto de investigacién desde hace
mas 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 induccién de
enzimas de la fase Il, modulando la sefializacién celular, induciendo apoptosis, controlando el
ciclo celular, reduciendo infecciones por Helicobacter y actuando, por tanto, como agentes
preventivos del cancer (Mi et al., 2007). Los isotiocianatos mas 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 brasicaceas (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
proteccion frente a algunos tipos de cancer como el de pulmdn, mama, colon y préstata (Jeffery
& Araya, 2009). También, recientemente se ha descrito el tratamiento con SFN en varios tipos
de autismo con resultados positivos, observdndose una mejoria significativa en pacientes que

consumian brdcoli de manera regular frente a aquellos que no lo consumian (Singh et al., 2014).
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Figura 11. Ejemplos mas representativos de los glucosinolatos mas caracterizados y sus derivados
isotiocianatos y los aminoacidos de los que derivan.

Existen muchos estudios que ponen de manifiesto que la ingesta de brasicaceas se encuentra
directamente relacionada con un menor riesgo de padecer cancer en numerosos 6rganos,
incluyendo el tracto digestivo, el cual es el mas expuesto a los glucosinolatos (Mithen et al.,
2000). Sin embargo, no solo la disminucidn del riesgo de padecer cancer esta ligado al consumo

de estas hortalizas, también la disminucion del riesgo de otros tipos de enfermedades o
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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 podrian ser responsables de la induccidn selectiva de apoptosis en células cancerigenas,
lo que apoyaria el potencial terapéutico/preventivo de los productos de hidrdlisis de los

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

3.2.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de moléculas que estan presentes en
todas las partes de la planta, incluidas frutas, verduras, semillas, hojas, raices y cortezas. En las
plantas, los compuestos fendlicos son esenciales para la fisiologia y el metabolismo celular. Estan
involucrados en muchas funciones en las plantas, confiriéndoles propiedades sensoriales (color,
aroma, sabor y astringencia), estructurales, ayudan a la polinizacion, resistencia a plagas y
depredadores, procesos germinativos de la semilla después de la cosecha, asi como en el
crecimiento, desarrollo y reproduccion, entre otros (Giada, 2013). La principal actividad ligada a
los compuestos fendlicos es la antioxidante ya que protegen a la célula del dafio causado por los
radicales libres, aunque también estan asociados a otros efectos beneficiosos para la salud por
sus propiedades como anti-carcinogénicos, antiinflamatorios, antitrombdticos y

antienvejecimiento (Ares et al., 2013).

Existen mas de 4.000 compuestos fendlicos y muchos de ellos se encuentran en el brécoli. 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 nimeroy
del tipo de unidn de sus atomos de carbono en flavonoides (flavonoles, flavonas, antocianinas,
flavanoles, isoflavonas...) y en no flavonoides (acidos fendlicos, hidroxicinamicos, estilbenos etc.)

y normalmente se encuentran conjugados con azlcares o acidos organicos (Cartea et al., 2011).

El brdcoli es una especie rica en compuestos fendlicos, 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 brécoli: la quercetina y el kaempferol,
ademas de un gran nimero de ésteres de estos compuestos (Koh et al., 2009; Wu et al., 2019a).
Vallejo et al. (2002) analizaron el contenido en compuestos fenélicos en pellas de 14 cultivares
diferentes de brécoli. Entre las variedades estudiadas se encontraban tanto comerciales
(Marathon y Lord) como experimentales (Monterey, Pentathlon, Vencedor y Furia entre otras

lineas hibridas, de polinizacion abierta o razas locales). Entre ellas se encontraron diferencias
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significativas en la concentracion de flavonoides, derivados del acido cafeico y derivados del
acido sinapico (12,3-65,4 mg kg™ peso fresco (PF); 7,6-38,2 mg kg PF y 25,4-72,6 mg kg PF,
respectivamente), siendo ademas 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 representd casi el 90 % del contenido total de

flavonoides.

Otros datos obtenidos por Koh et al. (2009) mostraron que 80 muestras de variedades
comerciales de brdcoli contenian compuestos fendlicos totales en concentraciones
comprendidas entre 15,18 y 121,38 mg 100 g* PF. Ademas, los flavonoides mayoritarios fueron
el kaempferol y la quercetina, con valores promedio de 3,14 y 2,27 mg 100 g PF,

respectivamente.

3.2.3  Fitoesteroles

Los esteroles vegetales, conocidos generalmente como fitoesteroles, son componentes
esenciales de la bicapa lipidica 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 actian como precursores de biomoléculas importantes, tales como
hormonas sexuales y vitaminas. En particular, los fitoesteroles han recibido mucha atencién
debido a su capacidad para disminuir los niveles de colesterol en suero en seres humanos,
resultando en una reduccidn significativa en el riesgo de padecer enfermedades del corazén.
Por otra parte, los fitoesteroles tienen propiedades antiinflamatorias, antibacterianas,
antiulcerosas y antitumorales, y por tanto proporcionan una gran contribucion 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 brasicas mostraron que el
campesterol y el B-sitosterol fueron los principales fitoesteroles encontrados en esta familia,
especialmente en el brdocoli, con valores que oscilaban entre 542,89-1.182,18 y 638,76—

1.900,15 pg g™ de peso seco (PS) de campesterol y B-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 actuan como
pigmentos accesorios de las clorofilas en la fotosintesis. La presencia de carotenoides, totales o
individuales (luteina, licopeno, caroteno, etc.) y clorofilas ha sido determinada en varias partes

del brécoli 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 brdcoli 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 brocoli (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
ug g PS. La cantidad mas alta del carotenoide con actividad provitamina A, el B-caroteno, fue
de 73,5 + 3,6 pg g* PS también en BNC, mientras que la cantidad més baja se encontré en el
brécoli morado Violet Queen con 44,5 + 4,3 ug g PS. Ademds, en todas las variedades de
brdcoli, el carotenoide predominante fue la luteina, que varié al doble entre las variedades de
brécoli en este estudio, acumulandose la mayor cantidad de luteina en la variedad BNC (120,5 +
7,7 ug g* PS). En cuanto al contenido en clorofilas, las cuatro variedades de brdcoli analizadas
contenian niveles de clorofila a 4 veces mayores que los de clorofila b que oscilaron entre 322,0
+19,2y1145,3+42 ug g PS en brécoli morado Violet Queen y BNC, respectivamente. Farnham
& Kopsell, (2009) analizaron el contenido de carotenoides y clorofilas en nueve lineas
homocigdticas endogamicas (haploides dobles) de brécoli. Los resultados mostraron que la
luteina resultd ser el carotenoide mds abundante en las pellas de brdcoli, con un rango de 65,3
a 139,6 pg g PS entre las nueve lineas analizadas. Asimismo, Liu et al. (2018) describieron la
presencia de carotenoides (B-caroteno, violaxantina, neoxantina y luteina) y clorofilas (a y b) en
diferentes tejidos del brécoli. Sus estudios revelaron que los tejidos del tallo no tenian -
caroteno ni violaxantina, mientras que el tejido foliar contenia las concentraciones mds altas de
B-caroteno (248 ug g PS), violaxantina (206 pg g PS), neoxantina (156 pg g PS) y luteina (484
ug g PS). Asi, la luteina representd la mayor proporcion 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 contenia una mayor concentracion total de carotenoides (1.095 ug g* PS) que los floretes
(181 pg g PS) y los tallos (15,6 pg g* PS). En cuanto al contenido en clorofilas, las
concentraciones de clorofila a en floretes, tallos y hojas fueron 852, 144 y 4478 ug g* PS,
mientras que la concentracién de clorofila b fue 135, 23 y 781 pg g PS, respectivamente. En
este estudio, los tejidos de la hoja y el florete del brécoli contenian entre 5y 7 veces mas 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 B-caroteno tiene una amplia gama de aplicaciones bioldgicas 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 radiaciéon solar, incluido el desarrollo de carcinomas
(Eggersdorfer & Wyss, 2018). Como precursor de la vitamina A, el B-caroteno se utiliza en
tratamientos dietéticos para cubrir los requerimientos metabdlicos. Ademas, tiene propiedades

anticancerigenas, sobre todo contra el cancer oral, de colon y de préstata (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 cicatrizacion
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 investigacidon se centran
mas en su papel como potente antimutagénico y anticancerigeno y también como
fotosensibilizador en terapia fotodindmica (Lanfer-Marquez et al., 2005; Ferruzzi & Blakeslee,
2007; Mishra et al., 2011). Ademas, tienen un papel importante en la interrupcion de diversas
enfermedades como el cdncer, las enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades

crénicas (Sangeetha & Baskaran, 2010).

3.2.5 Vitaminas

Las verduras de la familia de las brasicaceas como el brécoli 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, Cy E. La interaccion entre SFN y las vitaminas A, Cy
E puede desempefiar un importante papel protector dietético en épocas de estrés oxidativo
(Boddupalli et al., 2012). La vitamina C incluye acido ascdrbico y su producto de oxidacion, el
acido dehidroascdrbico, y tiene varias actividades bioldgicas en el cuerpo humano entre las que
destacan las capacidades protectoras contra el cancer (Bakker et al., 2016). La vitamina C es
abundante en el brécoli y se usa como biomarcador para cuantificar la calidad nutricional de
este vegetal (Jahangir et al., 2009). Sin embargo, la variacion de los niveles de esta vitamina varia
mucho entre las diferentes variedades de brécoli. Esta variacién puede ser debida a diversos
factores como el genotipo, el estrés ambiental al que estan sometidos, las condiciones de
cultivo, el almacenamientoy el procesamiento de la verdura (Vasanthi et al., 2009). Asi, estudios
realizados por Wunderlich et al. (2008) demostraron que los cambios estacionales fueron los
gue mas influenciaron en el contenido de vitamina C como biomarcador de calidad nutricional,
tanto en brécoli con etiqueta orgdnica como el cultivado convencionalmente, sugiriendo
ademas, que los consumidores que buscan calidad nutricional deberian poner mas énfasis en la

compra de frutas y verduras cuando estdn de temporada y cultivados localmente y no
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diferenciar entre productos ecoldgicos o de cultivo tradicional. Asimismo, Vallejo et al. (2002)
evaluaron el contenido en vitamina C en las porciones comestibles de 14 genotipos de brécoli
recién cosechado y cultivado bajo practicas agricolas tradicionales. Tal y como indican estos
autores, los resultados mostraron diferencias significativas en la concentracién de vitamina C en
la mayoria de los cultivares. Sin embargo, los niveles también fueron irregulares, variando desde
43,1 mg 100 g PF, en la variedad Lord (cultivar comercial) hasta 146,3 mg 100 g* 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 brécoli. En este caso, las hojas de brdcoli parecian acumular
maés vitamina C (2,92 mg de &cido ascérbico g* PS) que los floretes (2,54 mg de acido ascdrbico
g PS) y semillas (2,69 mg de &cido ascérbico g PS). En cuanto a la vitamina E, su funcidn
principal es ayudar como un potente antioxidante con beneficios potenciales contra las
enfermedades cardiovasculares, la inflamacién, la diabetes, el cdncer de préstata y la
enfermedad de Alzheimer (Rizvi et al., 2014). La vitamina E consta de cuatro tocoferoles y cuatro
tocotrienoles, de los cuales los a- y y-tocoferoles son los compuestos predominantes en el
brécoli, el pimiento rojo, la zanahoria y los aceites vegetales. Liu et al. (2018) compararon la
concentracién de vitamina E en floretes, tallos y hojas de brdcoli. Los resultados mostraron que
la concentracién de tocoferoles totales fue de 1,57, 1,97 y 155 pg g PS en floretes, tallo y hoja,
respectivamente, y el a-tocoferol representé el 0,1y 90,4 % de los tocoferoles totales de cada

tejido, siendo la hoja la que mayor contenido presentd tanto de a- como de y-tocoferol.

Las cruciferas también son una fuente importante de vitaminas como la Bl y la B2 y la vitamina
K. Dentro de esta ultima, 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
estd implicada en la coagulacion de la sangre, en el metabolismo éseo y en la reduccion del
riesgo de calcificacidn vascular y enfermedades cardiovasculares. En el caso del brdcoli, tanto
crudo como cocinado se ha descrito més de 100 pg de vitamina K 100 g PF en floretes mientras
gue, en hojas, el contenido de esta vitamina es del orden de 2,8 veces mas altas que el tejido de

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

3.3 Uso de subproductos del brécoli como fuente de compuestos bioactivos

En general, el brdcoli se puede recolectar una vez que la inflorescencia ha alcanzado su tamafio
maximo sin abrirse. Una cosecha tardia significa un producto sobre maduro, por lo que no es
apto parala ventay 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 brdcoli, solo una proporcién
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menor al 25 % se utiliza en alimentacidn (pella de brdcoli); el resto de las partes, incluidas hojas,
tallos, raices e inflorescencias (Figura 12), se consideran subproductos que en su mayoria se
utilizan para compostaje o se incorporan al suelo (Zhang et al., 2017). Este descarte supone no
solo 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
qgue brinda el brdocoli mas alld de la nutricion esencial, debido a su extraordinaria riqueza en
fitoquimicos, 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; Casteldo-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 via de ganancias y
rentabilidad econémica 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.

Tallos
21%

Figura 12. Porcentajes que representan las diferentes partes de una planta del brécoli. Modificado de Liu
et al. (2018).

En los ultimos anos, la investigacion de la funcionalidad de los subproductos del brécoli, como
hojas y tallos, ha proporcionado una informacién valiosa acerca del uso de estos materiales de
desecho como componentes utiles en diferentes industrias: nutracéutica, cosmética o
farmacéutica, entre otras. Sin embargo, la concentracién de compuestos bioactivos puede variar
segln la parte de la planta que se esté estudiando, el tipo de cultivo, la temporada de cosecha,
entre otros factores. En ese sentido, Gudifio et al. (2022) llevaron a cabo la caracterizacién y
cuantificacion de los compuestos bioactivos presentes en las diferentes partes del brécoli (hoja,
inflorescencia y tallo) con el fin de estudiar la dependencia de su variacién con el estado de
maduracién (botones florales y comercial) en cinco cultivares diferentes (TSX 007, Monaco, BRO
2047, Parthenon y Summer purple). Los resultados obtenidos mostraron una mayor

concentracion de fenoles totales en hojas de brécoli (2.435 mg GAE 100 g* de extracto), llegando
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a ser mas del doble de los valores detectados en las inflorescencias (1.074 mg GAE 100 g* de
extracto) y tallos (939 mg GAE 100 g* de extracto). Ademas, los extractos de hojas del cultivar
Summer Purple mostraron una actividad antioxidante mas alta y fueron las mejores fuentes de
fitoquimicos, no solo de compuestos fendlicos (principalmente glucdsidos de kaempferol y
guercetina), sino también de clorofilas. Sin embargo, el mayor contenido en glucosinolatos
(principalmente glucobrasicina, glucorafanina y varios derivados) se encontré en los extractos
de la inflorescencia, principalmente en el botdn floral. Por otro lado, los extractos de tallo e
inflorescencia, principalmente de la variedad TSX 007, mostraron un fuerte efecto
antibacteriano que se relacioné con una mayor concentracién de derivados de acidos grasos,
fundamentalmente acido palmitico y linoleico. Asi mismo, Hwang & Lim (2015) determinaron el
contenido total de fenoles y de SFN en hojas, peciolos y tallos de brécoli en diferentes estado
de maduracién: temprana (Kyoyoshi), media (Myeongil 96) y tardia (SK3-085). En este caso, el
mayor contenido en compuestos fendlicos se encontrd en las hojas procedentes de brécoli de
maduracién temprana (Kyoyoshi), siendo éstos del orden de entre 1,8 y 12,1 veces mas altos
gue los de todos los demas cultivares y partes analizadas. Ademds, en esta misma variedad, el
contenido de SFN fue 2,8 veces mayor en los tallos que en las flores. La caracterizacion de los
compuestos presentes en las diferentes partes de los subproductos de brdcoli (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 brécoli 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 resulté ser inferior al 0,02 % de las muestras en PS. Asi,
el contenido total de polifenoles y flavonoides entre los diferentes subproductos del brécoli
varid entre 3,8 £ 0,2 y 6,1 + 0,3 mg GAE g PS para fenoles totalesy de 2,4+ 0,1a 5,4+ 0,6 mg
QE g PS para flavonoides totales, encontrandose el contenido més elevado de fenoles y
flavonoides totales en los floretes en comparacioén 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 brdécoli como fuente de
compuestos bioactivos representa el interés mas significativo en la valorizacién. 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 ecoldgicos podria tener mas ventajas
mas alla de la concentracion de compuestos. Los métodos convencionales emplean pesticidas
guimicos y otros productos no utilizados en cultivos ecolégicos. Aunque no se han realizado

estudios especificos sobre residuos de plaguicidas en cultivos de brdcoli, en otras especies
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vegetales se ha visto que el 30 % de las partes destinadas al consumo contenian plaguicidas
cuando se utilizaban métodos de cultivo convencionales. Por ello, ademas de la caracterizacién
de fitonutrientes también se debe incluir una evaluacidn de los niveles de plaguicidas presentes

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

4. Tecnologias de extraccion verde para la obtencion de compuestos
bioactivos a partir de subproductos de la industria agroalimentaria

La extraccion 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 recuperacién y separacién de los compuestos de interés a partir de estos
desechos agroindustriales. De ahi que, en los Ultimos diez afios, los procesos de extraccién se
hayan centrado en la busqueda de solventes respetuosos con el medio ambiente y en el
desarrollo de técnicas cada vez mas ecoldgicas y sostenibles. De hecho, la idea de la quimica
verde tiene una importancia inmensa en los procesos de fabricacidén para disminuir o eliminar la
generacioén y el uso de sustancias peligrosas, asi 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
desafio crucial en la explotaciéon de los subproductos agroindustriales es el desarrollo de
tecnologias de extraccidn sostenibles y verdes (Gil & Tuberoso, 2021) mediante el empleo de
solventes organicos GRAS, que requieran menos tiempo para extraer lo que implicaria un menor

uso de energia, por lo que tendria una influencia positiva en el medio ambiente.

La extraccidon efectiva de compuestos bioactivos depende de varios factores, como la
temperatura, la presion, el tiempo de extraccidn, el pH y la eleccién del solvente. El paso desde
larecoleccion de los subproductos vegetales hasta la recuperacién de sus compuestos bioactivos
también supone un gran desafio, principalmente debido a la naturaleza selectiva de los métodos
de extraccion. Ademas, debido a la naturaleza perecedera y a la gran cantidad de compuestos
presentes en los subproductos vegetales, la mayoria de los procesos de extraccion
convencionales, basados en disolventes organicos, son dificiles de escalar. En general, la eleccién
de los métodos y técnicas para realizar la extraccidn y/o aislamiento de principios activos de un
material vegetal dependen de varios factores como son: naturaleza (agua, etanol, mezclas
hidroalcohdlicas, disolventes organicos...) y cantidad del disolvente (el agotamiento de los

principios activos es mas elevado cuanto mayor sea la cantidad de disolvente), temperatura (las
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altas temperaturas favorecen y aceleran la extraccidén en detrimento de la estabilidad de los
principios activos), tiempo de extraccidén (depende de dureza y/o el grado de divisién de la
materia prima) y naturaleza de los principios activos (volatiles, 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 extraccién manteniendo la

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

4.1 Técnicas de extraccion convencionales

Los productos naturales se caracterizan por una gran diversidad, lo que implica la necesidad de
desarrollar métodos de extraccion especificos segun 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 v,
posteriormente, se muele para crear una muestra particulada homogénea antes de la extracciéon
(Aizpurua-Olaizola et al., 2015). Los métodos convencionales para la extracciéon de compuestos
bioactivos a partir de fuentes naturales incluyen la maceracién, extraccién a contracorriente,
destilacion, extraccién a través de Soxhlet, percolacién, entre otros, siendo el proceso
convencional mas comun para la extraccién de compuestos bioactivos, la extracciéon liquida
utilizando disolventes organicos (Ares et al., 2013; Manna et al., 2015; Banerjee et al., 2017). Sin
embargo, la eficiencia de la extraccion de compuestos bioactivos por cualquier método
convencional depende principalmente de la eleccidn del disolvente, lo cual estd 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 extraccion 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 econdmica del proceso. Sin embargo, a pesar
de que la extraccién convencional se ha utilizado durante muchos afios, 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
extraccioén relativamente baja y una alta tasa de evaporacién de solventes durante el proceso y
generalmente, se caracterizan por tiempos de extraccidén prolongados y por la descomposicion
térmica de compuestos termolabiles (Azmir et al., 2013; Banerjee et al., 2017; Nasti¢ et al.,

2020).
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4.2 Técnicas de extraccion “verdes”

Hoy dia, el uso de disolventes orgdnicos en alimentacién constituye una de las mayores
preocupaciones de la sociedad por estar relacionado con la salud publica, el medio ambiente y
la seguridad alimentaria. La posibilidad de que existan residuos de estos solventes orgdnicos en
el producto final ha preocupado mucho a los consumidores. Por tanto, se han elaborado
regulaciones medioambientales muy estrictas a este respecto. Asi, la demanda de productos de
elevado valor afadido y ultrapuros estd redireccionando los esfuerzos de las industrias
alimentarias hacia el desarrollo de nuevas tecnologias limpias para estos productos.
Actualmente, se han investigado métodos de separacién adecuados y tecnologias 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 orgdnicos para la extraccion de compuestos, se deben
tener en cuenta factores como los métodos de eliminacidn, el coste de fabricacion y la
seguridad. Actualmente, el etanol es el disolvente preferido entre los alcoholes debido a su
punto de ebullicidn mds bajo, su rdpida recuperacién y el estatus de GRAS segun 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
mas solubles en disolventes polares apréticos (Banerjee et al., 2017). Por este motivo, cada vez
mas, la mayoria de los estudios han ido evolucionando hacia la utilizacion de métodos mds
respetuosos con el medio ambiente, por lo que se han ido introduciendo técnicas de extraccién
nuevas y prometedoras. Estas técnicas se conocen como técnicas de extraccidon no
convencionales o “verdes” (Rodriguez & Raghavan, 2022). La consideracién de “técnicas verdes”
se les atribuye puesto que cumplen con los 12 principios de la quimica verde establecidos por la
Agencia de Proteccion Ambiental de EE. UU. (United States Environmental Protection Agency
[EPA], s.f.) Algunos de los puntos que incluyen son: prevenir el desperdicio, maximizar la
economia atdomica, disefiar sintesis quimicas menos peligrosas, promover el uso de productos y
sustancias quimicas mas seguras asi como el uso de disolventes y condiciones mas seguros, el
aumento de la eficiencia energética, utilizacion de materias primas renovables, minimizar la
posibilidad de accidentes y prevenir la contaminacién (Chemat et al., 2012; Azmir et al., 2013).
Entre las técnicas de extraccién verdes mas comunes para la extraccion de compuestos
bioactivos a partir de subproductos de la industria agroalimentaria se encuentran la extraccién
asistida por ultrasonido (UAE) (Reche et al., 2021; Fernandes et al., 2022), extraccidn asistida

por microondas (MAE) (Ferreira et al., 2018; Rodriguez & Raghavan, 2022), extraccién con fluido
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supercritico (SFE) (Gustinelli etal., 2018; Pellicano etal., 2019) y extraccién con liquido
presurizado (PLE, incluida la extraccidn acelerada con solventes, ASE) (Cea et al., 2019; Garcia
etal., 2021). Otros métodos de extraccidn ecolégica menos comunes también han sido
utilizados en la uUltima década para extraer compuestos bioactivos a partir de subproductos
agroindustriales como son la extraccién dinamica de liquido sdlido rapido (RSLDE), extraccion
por campos eléctricos pulsados (PEF), extraccidon asistida por enzimas (EAE), y extraccidn con
liquidos idnicos (ILE) (Diaz-Reinoso & Dominguez, 2022). En general, todas estas tecnologias de
extraccién verdes son baratas, rapidas y ecolégicas, siendo las ventajas mds comunes el reducido
consumo de energia, la obtencién de productos seguros y renovables asi como de extractos de

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

4.2.1  Extraccion mediante Fluidos Supercriticos (SFE)

Actualmente, esta tecnologia se ha convertido en una de las técnicas de extraccién verde mds
populares ya que representa una alternativa eficaz a la utilizacion de disolventes organicos para
la extraccién de componentes funcionales y nutracéuticos de fuentes naturales (Cano-Lamadrid
& Artés-Hernandez, 2022; Nastic et al., 2020) y se ha utilizado ampliamente para agregar valor
a los subproductos vegetales generados durante su procesamiento (Agullé-Chazarra et al.,
2020). La SFE se basa en el uso del punto critico del solvente durante la extraccidn (Figura 13).
Cualquier sustancia puede presentarse en tres estados: sélido, liquido y gaseoso. Cuando nos
referimos al estado supercritico, hablamos del estado de un fluido que se encuentra en una fase
gue posee caracteristicas de liquido y de gas a la misma vez, ya que se encuentra por encima de
su temperatura y presion criticas. Este estado se consigue cuando una sustancia se somete a
una temperatura y a una presién mas alld de su punto critico. Asi, el punto critico de una
sustancia se define como la temperatura critica (Tc) y la presion critica (Pc) caracteristicas por
encima de las cuales no existe distincidn entre las fases liquida y sélida (Ameer et al., 2017; Azmir
et al., 2013). Por tanto, los fluidos supercriticos son fluidos que estan sujetos a condiciones de
presion y temperatura por encima de sus puntos criticos y esta situacidon otorga diferentes
propiedades a los solventes en términos de difusividad y viscosidad, haciendo que los fluidos
supercriticos tengan caracteristicas tanto de liquidos como de gases mejorando la penetracion

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

En general, el solvente mas utilizado es el didxido de carbono (COz), ya que es un solvente
econdmico con puntos criticos de presion y temperatura bajos (74,8 bar y 31,1 °C,
respectivamente) y es facil de eliminar del extracto debido a que, en condiciones atmosféricas,

es gaseoso. Ademas, el CO; estd clasificado como GRAS tanto por la Autoridad Europea de
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Seguridad Alimentaria (EFSA) como por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA)
de los Estados Unidos (Cano-Lamadrid & Artés-Hernandez, 2022). El Gnico inconveniente del CO,
es su baja polaridad, lo que lo hace ideal para la extraccién de lipidos, grasas y sustancias no
polares. Sin embargo, la limitacién de la baja polaridad del CO, se ha superado con éxito
mediante el uso de co-solventes o modificadores para obtener compuestos polares como los
compuestos fendlicos, siendo el etanol, el co-solvente mas utilizado en la SFE ya que actia 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 presién, la temperatura y del co-solvente utilizado ya que pueden ser
modificados dentro de unos rangos para optimizar el proceso de extraccidon dependiendo del
tipo de compuesto de interés y aumentar asi su eficiencia y selectividad. Otros factores que
también influyen en el éxito de la extraccidon son las caracteristicas de la muestra como el
tamafio de particula y el contenido de humedad del material vegetal. Las principales ventajas
gue ofrece esta nueva tecnologia con respecto a los métodos convencionales de extraccién son
la ausencia de residuos organicos y de degradacién térmica, por lo que los extractos se
consideran de gran calidad, ademds de que favorece la penetracidn en la muestra vegetal debido
a las propiedades combinadas de estado supercritico y todo esto, en menores tiempos de

extraccion (Azmir et al., 2013; Nastic¢ et al., 2020).
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Figura 13. Esquema del proceso de extraccion mediante la técnica de fluidos supercriticos. B1, bomba de
CO,; B2, bomba del cosolvente; V, valvula y H, calentador.

4.2.2  Extraccion mediante Liquidos Presurizados (PLE)

Este método de extraccidon ha ido emergiendo como una tecnologia de extraccidn alternativa

debido a que es mas eficiente en términos de tiempo, uso de solventes y recuperacién de

32



Introduccion

compuestos, siendo una técnica segura y rapida frente a las técnicas de extraccién
convencionales. La PLE (Figura 14) consiste en un proceso extractivo que emplea como
disolvente el agua y otros disolventes hidro-alcohdlicos y que combina dos elementos
principales: (1) aumento de temperatura y presidn, y (2) interaccion entre el solvente y los

compuestos de la matriz.

El fundamento en que se basa la PLE es la aplicacion de alta presion al solvente para que
permanezca liquido mds alld de su punto de ebullicién normal. Se trata de un método que puede
ser automatizado facilmente, que ademas requiere de tiempos reducidos para la extraccién y
bajo suministro de disolventes puesto que las altas presiones y temperaturas se traducen en
una extraccion mas rapida. Teniendo en cuenta el rendimiento, la reproducibilidad, el tiempo
de extraccidn y el consumo de disolvente, el PLE se ha considerado como una alternativa a los
métodos convencionales debido a que es un proceso mds rapido y con un menor uso de
disolvente. Gracias a la combinacidn de la interaccion del solvente con las moléculas de la matriz
vegetal y las elevadas temperaturas y presiones para una extraccion mas eficiente de los
compuestos bioactivos, la velocidad de extraccidén en la PLE es bastante mads rapida. Las altas
temperaturas (hasta 200 °C) y presiones (> 70 bar) a las que se lleva a cabo esta extraccion
facilitan mucho la penetracién del solvente en la matriz vegetal y el aumento de la temperatura
del solvente por encima de su punto de ebullicion aumenta la solubilidad de los compuestos a
extraer. Ademas, disminuyen la viscosidad y la tension superficial del solvente, lo que facilita su
penetracidn en los poros de la matriz vegetal y provoca su disrupcion, por lo tanto, mejora la
transferencia de masa del analito de la muestra al solvente, hecho que mejora la eficiencia de la
extraccién. Otra caracteristica de este proceso de extraccion es que las muestras y extractos se
encuentran protegidos del oxigeno y la luz, por lo que no sufren procesos de oxidacién (Azmir

et al., 2013; Ameer et al., 2017; Nasti¢ et al., 2020; Sdnchez-Mesa et al., 2020).
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Figura 14. Esquema del proceso de extraccién mediante la técnica de fluidos presurizados. B, bombayV,
valvula.

5. Revalorizacion de los subproductos del brécoli

En los ultimos afios, las investigaciones sobre la valorizacidn de los subproductos de la industria
agroalimentaria han aumentado considerablemente dado que las estrategias de revalorizacion
pueden suponer un cambio de modelo productivo del sector y evolucionar hacia una economia
circular mas diversificada y sostenible, dando mdas valor afiadido y competitividad. Estas
estrategias pueden estar enfocadas en la obtencidn de nuevos ingredientes para la industria
alimentaria, cosmética y/o farmacéutica. Ademas, hoy en dia, los fabricantes se centran en la
reduccion del impacto ambiental de los subproductos industriales (residuo cero y economia
circular) y en la recuperacion de compuestos bioactivos de los subproductos agricolas mediante
el uso de recursos renovables, ofreciendo no solo beneficios ambientales sino también

econdémicos y mejorando la eficiencia en la industria alimentaria.

5.1 Alimentacion

La incorporacion de subproductos de frutas y hortalizas, sus compuestos y/o sus
extractos/polvos puede ser una estrategia relevante para la reformulacion de ingredientes y
. pe . ‘o a . o H 1
productos de fortificacion de “etiqueta limpia”. Los componentes bioactivos con alto valor
nutritivo, como polisacaridos, proteinas, fibras, saborizantes y fitoquimicos 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, fisioldgicamente, proveen de

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

como nuevos ingredientes que cumplen diversas funciones.

Recientemente, varios estudios han descrito la utilidad de los subproductos del brécoli en la
produccidn de alimentos funcionales enriquecidos con compuestos bioactivos, como bebidas,
bocadillos, pan o pasteles (Casteldo-Baptista et al., 2021). Las harinas de brdocoli han demostrado
ser una buena fuente de fitoquimicos como suplementos dietéticos, ya que estas mantienen
una adecuada composicion nutricional y propiedades fisicoquimicas. Sin embargo, rara vez se
agregan hojas o tallos de brécoli a los productos alimenticios, una tendencia que debe
cambiarse. Los tallos de brécoli y otros subproductos se caracterizan por contener compuestos
fendlicos (principalmente derivados del acido hidroxicinamico y flavonoles glicosilados) y
glucosinolatos. Se ha demostrado que la aplicacién de un proceso de estabilizaciéon 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 fendlicos. Al analizar la
bioaccesibilidad de estos compuestos, se encontrd que esta estabilizacidon de las muestras de la
parte central de los tallos proporciond el material con mayor contenido de bioactivos, incluidos
los antioxidantes fendlicos (13,6 y 33,9 g kg PS de &acidos feruloilquinico y sinapilquinico,
respectivamente) y SFN (4,1 g kg™ PS, en promedio). Estas opciones de procesamiento permitié
obtener un nuevo producto o ingrediente rico en compuestos bioactivos y bioaccesibles a base

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

En cuanto a los subproductos como posibles ingredientes para la industria de la alimentacién,
Shietal., (2019) también demostraron el potencial de los subproductos de brécoli 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 afiadido. Los tallos y
hojas de brécoli examinados demostraron ser ricos en proteinas (23,2 % PS), fibra (36,5 % PS) y
polifenoles (11,4 mg GAE g) siendo el 4cido clorogénico, el acido neoclorogénico y el acido
quinico los principales fenoles encontrados. Asi, en base al PS, las fracciones de pulpa y la pulpa
lavada mostraron estar enriquecidas en fibra en comparacién con el jugo y el sobrenadante
resultante del lavado de la pulpa, que resultaron mas enriquecidos en proteinas. 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 podrian suministrarse

como ingredientes en polvo envasados, en el caso de tallos y hojas de brdcoli y la pulpa restante
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del jugo, mientras que las fracciones del jugo y el sobrenadante del lavado de la pulpa podrian

considerarse para ser concentradas y ofrecidas como un concentrado de nutrientes bebibles.

Liu et al. (2018) llevaron a cabo una evaluacién integral de los nutrientes que se encuentran en
los subproductos de brdcoli para su aprovechamiento por los consumidores y productores, asi
como para la industria que emplee sus compuestos bioactivos. Segun estos autores, aunque en
los floretes del broccoli se determind la mayor cantidad de glucorafanina y de aminoacidos en
comparacion con otras partes del brécoli estudiadas, las hojas presentaron mayor cantidad de
nutrientes esenciales, entre los que se incluyen el B-caroteno (provitamina A), las vitaminas E y
K, los minerales Mn y Ca, asi como de contenido total de compuestos fendlicos y de actividad
antioxidante; sugiriendo asi, que las hojas de brdcoli pueden ser una excelente fuente de

nutrientes esenciales para la obtencién de nuevos alimentos.

Algunos ejemplos sobre la incorporacién de los subproductos de brécoli en la produccién de
alimentos funcionales es la realizada por Lafarga et al. (2019a) quienes introdujeron
subproductos de brécoli a la formulacién de crackers lo que incrementd su contenido en fibra
alimentaria, compuestos fendlicos y glucosinolatos, asi como la capacidad antioxidante en
comparacion con las tostas elaboradas solamente con harina. Los resultados obtenidos por estos
autores sugieren que la cantidad de compuestos fendlicos y antioxidantes liberados durante la
digestion puede ser mayor de lo que podria esperarse de los extractos obtenidos mediante fase
acuosa-organica comunes. Estos mismos investigadores (Lafarga etal.,, 2019b) también
probaron a introducir tallos y hojas de brécoli en polvo a las formulaciones de pan, lo que a
concentraciones de 2 % (p/p) no afecto la aceptabilidad general, el aspecto o la textura. Es mas,
este hecho resulté no solo en una mayor calidad fisicoquimica sino también en una mayor
calidad nutricional y propiedades bioactivas ya que la actividad antioxidante y los compuestos
fendlicos derivados del brdocoli fueron resistentes al proceso de elaboracién del pan y a una
digestion gastrointestinal simulada. Finalmente, también descubrieron que los compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante de los panes que contenian hojas en polvo fueron mas altos
tras 7 dias desde el horneado, lo que sugiere que los compuestos fendlicos y demas
antioxidantes que se encuentran en las hojas podrian ser mas resistentes al procesamiento

térmico y al almacenamiento que los que se encuentran en los tallos de brdcoli.

También en este contexto de elaboracién de productos horneados, los resultados de Drabinska
et al. (2018) indicaron que el polvo de hojas de brdcoli podria considerarse un buen suplemento
para la elaboracion de minibizcochos sin gluten. Los productos sin gluten a menudo tienen un

valor nutricional bajo y la adicion de hoja de brécoli en polvo puede compensar ese déficit. Esta
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adicion mejoré 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 anticancerigenas. Por lo tanto, la suplementacién de bizcochos sin gluten con hoja
en polvo de brdécoli podria ser una estrategia eficaz para administrar compuestos
guimiopreventivos al cuerpo humano. En cuanto a la evaluacién 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.
Ademas, la adicion de hoja en polvo al 2,5 % como sustituto del almiddn resultdé en una mejora
Optima 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
tecnoldgica, las propiedades antioxidantes y la actividad inhibitoria contra la formacién de
productos finales de glicacién avanzada (AGE) -unos factores implicados en el riesgo de padecer
trastornos cardiovasculares- en pan sin gluten enriquecido con polvo de hoja de brécoli. Los
resultados obtenidos demostraron que, en comparacion con el control, el pan sin gluten que
contenia este subproducto de brécoli se caracterizé por un contenido significativamente mayor
de nutrientes (proteinas y minerales), asi como por una mejora significativa en el volumen
especifico y su pérdida tras el horneado. Ademas, la adicidn de polvo de hojas de brécoli mejord
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 brdcoli se puede utilizar con éxito
como componente de productos horneados sin gluten con propiedades tecnolégicas vy
funcionales mejoradas. Por lo que su uso en productos de valor afiadido de panaderia podria

proporcionar beneficios para la salud a los sujetos que siguen una dieta sin gluten.

También se han incorporado con éxito, subproductos de brécoli en otro tipo de alimentos, como
los carnicos. Banerjee et al. (2012) demostraron que la introduccién de extractos de
subproductos de brécoli en polvo al 0,1 y 0,2 % aumentd significativamente el contenido
fendlico en nuggets de carne de cabra actuando como fuente de antioxidantes naturales.
Ademas, tras la evaluacion sensorial no se percibié ninguna diferencia en comparacion con el
control. Asimismo, el estudio de almacenamiento de los productos mostrd que el extracto de
brdcoli en polvo redujo significativamente la peroxidacién de lipidos, mejorando asi la calidad y

la estabilidad del producto.

Finalmente, se ha probado la incorporacién de harina de subproducto de brécoli (entre otro tipo

de subproductos) a la elaboracidn de queso Primosale. Los resultados destacaron que la adicion
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de subproductos al queso Primosale mejord 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 brécoli fueron utilizadas por Lucera et al. (2018) para
enriguecer un queso para untar. Los resultados mostraron que la inclusién del 5 % del
subproducto en la formulacién del queso aumentd el contenido fendlico total, el contenido total
de flavonoides y la actividad antioxidante medida por los ensayos ABTS y FRAP en comparacién
con el control. Sin embargo, estos autores concluyeron que se deben evaluar otras opciones
tecnolégicas 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 brdcoli, debido a su contenido
en compuestos de actividad biolégica beneficiosa para la salud, estdn 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 bibliografia, incluyendo la prevencién de
enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2, algunos tipos de cancer y enfermedades
neurodegenerativas (Herr & Bichler, 2010; Avato & Argentieri, 2015; Casteldao-Baptista et al.,
2021; Gupta et al., 2022;).

En los ultimos afios, estudios in vivo e in vitro han demostrado el potencial efecto anti obesidad
de los isotiocianatos presentes en las brasicas (Martins etal., 2018), potenciando los
subproductos contra las disfunciones metabdlicas relacionadas con la obesidad. Las propiedades
antioxidantes de las brasicdceas se deben a la presencia de fitoquimicos antioxidantes,
principalmente polifenoles y acido ascdrbico, y antioxidantes indirectos como el SFN. Se ha
demostrado que el SFN aumenta la unidn del factor nuclear eritroide-2 relacionado con el factor
2 (Nrf2) al ADN, mas concretamente a los elementos de respuesta antioxidante (ARE),
responsables de la regulacién transcripcional de enzimas antioxidantes como catalasa, glutation
S-transferasa, glutation-peroxidasa, peroxirredoxinas y hemoxigenasa (HO-1) (Kubo etal,,
2017). Ademas, Lei et al. (2019) demostraron que el SFN modula el metabolismo de los lipidos
en los hepatocitos, reduciendo los niveles de lipidos en casos de acumulacion excesiva. Estas
propiedades hacen del SFN un candidato idéneo contra una condicidon preocupante que arrasa
principalmente en los paises 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

brécoli (ricos en glucorafanina y SFN) en adipocitos 3T3-L1 y ratones ob/ob. Los resultados

38



Introduccion

mostraron que el extracto de hoja de brécoli desempefiaba un papel importante en la reduccion
de la acumulacion de lipidos al aumentar la fosforilacion de AMPK (considerada como una diana
terapéutica importante en el tratamiento de la obesidad) y ACC (enzima metabdlica clave en la
sintesis de acidos grasos) en los adipocitos 3T3-L1, donde también aumentan la captacion de
glucosa. Ademas, este extracto fue capaz de reducir la cantidad de lipidos séricos (triglicéridos,
colesterol LDL y colesterol total), la glucosa en sangre y la acumulacion de lipidos hepaticos 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 expresién de
genes relacionados con el metabolismo de los lipidos, que estan regulados al alza o a la baja en

ratones ob/ob.

Con relacion a la piel, se conoce que ésta es una capa protectora del cuerpo y que estd en
constante contacto con factores ambientales fisicos y quimicos lo que conduce a menudo al
estrés oxidativo. Ademds, se ha observado que las células de la piel también estan expuestas a
especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas durante el metabolismo celular (por ejemplo,
con la sintesis de melanina o el metabolismo en las células del sistema inmunitario). Se ha
demostrado que el SFN o extractos de hojas de brécoli, son capaces de producir una activacion
selectiva del factor de transcripcién Nrf2 en queratinocitos, fibroblastos y melanocitos, sin llegar
a producir efectos secundarios. Este factor es responsable de la transcripcién de genes de
proteinas antioxidantes como las interleucinas y su principal mecanismo de regulacién es la
unién a Keapl que actia como inhibidor de este factor. El mecanismo de accidon del SFN en
queratinocitos implica la reduccién de los niveles de GSH, lo cual altera la conformacién de
Keap1ly sus propiedades inhibidoras y, en consecuencia, el Nrf2 activo se libera en el citoplasma
y viaja al nucleo donde se una a ARE y aumenta la expresidon de genes diana y de enzimas
antioxidantes (NAD(P)H, NQO1, HO-1) (Rysava et al., 2020). Ademas, Dickinson et al. (2009)
determinaron en su estudio que extractos de brdcoli que contenian SFN fueron capaces reducir
el riesgo de carcinogénesis inducida por la radiacién UV en ratones de la linea SKH-1. Este mismo
extracto, también, redujo el tamafio de tumores de piel benignos en animales. Ademas, se han
realizado estudios en voluntarios sometidos a luz ultravioleta y tratados con SFN y éstos
mostraron una disminucion en el desarrollo de eritema cutaneo hasta en un 90 %. Estos
hallazgos podrian ser utiles en la busqueda de nuevos medicamentos para personas con vitiligo
o incluso melanoma (Gegotek & Skrzydlewska, 2015). Por otro lado, péptidos hidrolizados
provenientes de tallos de brdcoli aplicados en queratinocitos humanos para el estudio de
cicatrizacion de heridas tras su aplicacién demostré una mayor proliferacién de queratinocitos

y una mayor reparacion de la cicatrizacion de heridas. En la expresion génica y los niveles de
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proteina de los queratinocitos, se observd la regulacién al alza del anti-oncogén p53,
sobreexpresidon de genes de respuesta antiinflamatoria y de factores de queratinizacion, lo que
sugiere que las mezclas de péptidos obtenidas del brécoli aumentaron la proliferacién celulary
previnieron el crecimiento cancerigeno y descontrolado de las células. Esto alienta |la apertura
de nuevas lineas de investigacién que involucren el uso de péptidos de brécoli para uso

farmacéutico o cosmético (Nicolas-Espinosa et al., 2022).

Otras investigaciones han demostrado las propiedades anticancerigenas ligadas a la presencia
de compuestos fendlicos de los extractos de hojas, tallos y floretes de diferentes cultivares
(Kyoyoshi, Myeongil 96 y SK3-085) en diferentes lineas celulares tumorales, como NCI-H1299
(linea celular de carcinoma de pulmoén) y HT-29 (linea celular de adenocarcinoma de colon de
grado 1l). Los resultados obtenidos reflejaron que los extractos de hojas de Myeongil 96
demostraron tener el mayor efecto inhibitorio en la linea celular de carcinoma de pulmén,
mostrando una reduccién de la viabilidad de un 32,5 + 2,3 %. Por otra parte, la mayor
disminucion de la viabilidad en la linea de carcinoma de colon se obtuvo con los extractos de
hoja de la variedad Kyoyoshi con una reduccion del 11,6 + 2,4 % con respecto al control (Hwang
& Lim, 2015). De igual forma, los compuestos fendlicos presentes en brotes de brécoli
presentaron un efecto inhibidor en la motilidad y el acoplamiento celular de dos lineas celulares
de cancer de préstata de potencial metastdsico alto (MAT-LyLu) y bajo (AT-2). La adicidn a estas
lineas de los extractos a una concentracién de 1 mg ml™ llegd a producir una disminucién de la
proliferaciéon 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 Cosmeética

Con respecto al sector de la cosmética, actualmente los consumidores estan mas predispuestos
a escoger productos de origen natural por lo que el aprovechamiento de los subproductos de la
industria agroalimentaria supondria una gran fuente de compuestos bioactivos para estos
productos. Es por esta razén, que cada vez mas se busca incorporar estos elementos a la
elaboracion de nuevos productos cosméticos. En ese sentido, la industria cosmética puede
representar una solucién rentable sobre como reciclar los subproductos desechables, ya que la
sostenibilidad y la seguridad humana también son los temas mas relevantes para todos los
productos cosméticos. Ademas, el mercado cosmético estd en constante crecimiento y, a pesar
de la crisis econdmica mundial de los ultimos afios, todavia se venden mas de 5 mil millones de
productos cosméticos cada afio, siendo los mas 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 pigmentacién, las arrugas, la
dermatitis, la urticaria, el envejecimiento, los cdnceres de piel y lainmunosupresion, se deben a
la exposicidn 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 proteccién adecuado. Por lo tanto, la
aplicacidon de protector solar se considera uno de los métodos mas modernos para deshacerse
del envejecimiento de la piel, las quemaduras solares y otros problemas relacionados que surgen
debido a la exposicion a las radiaciones ultravioleta (UV). Los agentes de proteccion 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 4cido palmitico presentes en hojas de brécoli
pueden servir como antioxidantes para mejorar el rendimiento del producto contra los efectos
de envejecimiento por la exposicién a los rayos UV o para mejorar las cualidades estéticas de los
protectores solares. Ademas, el contenido en flavonoides y compuestos fendlicos, los cuales
desempefian un papel principal en la lucha contra los radicales libres que son la principal causa
de numerosos cambios negativos en la piel, convertirian a estos extractos en potenciales
agentes fotoprotectores (Mansuri et al., 2021). Ligéza et al., (2016) examinaron diferentes
aceites extraidos en frio como potenciales ingredientes para el desarrollo de cosméticos, entre
ellos escogieron aceite de semillas de brécoli. Los resultados que obtuvieron indicaron que los
aceites naturales prensados en frio se pueden aplicar a la piel como cosméticos, y no
presentaron efecto irritante, ya que sélo en raras ocasiones provocaron reacciones alérgicas,
por lo que pueden ser susceptibles de su aplicacidn en nuevos productos cosméticos. Asimismo,
Singu et al.(2019) elaboraron un |apiz labial que contenia un extracto etandlico de flor de brécoli
como ingrediente. El extracto estaba enriquecido en compuestos como flavonoides, alcaloides,
taninos, aceites volatiles, lignina, inulina, grasas, esteroides y triterpenoides y ceras. Estos
compuestos confirieron al lapiz 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 fraccién de
hexano de la hoja de brécoli para confirmar la aplicabilidad como material funcional en
alimentos y cosméticos. La produccion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-4, IL-6, IL-183),
se vio inhibida en células RAW264.7 estimuladas con lipopolisacarido (LPS), asi como la
expresion de proteinas de iNOS y COX-2. Por tanto, se considera que la fraccién de hexano de la
hoja de brdcoli tiene potencial para ser utilizada como un material antiinflamatorio natural en

alimentos y cosméticos (Kim, 2022).
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Objetivos

En base a los antecedentes descritos en la Introduccidn, el objetivo general de esta memoria se
centra en desarrollar un sistema de produccidn sostenible de ingredientes bioactivos apostando
por la valorizacion de los subproductos del brécoli (hojas y tallos) generados en grandes
cantidades por la empresa Agricola Santa Eulalia S.L, mediante el empleo de tecnologias limpias,
para su incorporacién a la fabricacion de nuevos productos con aplicaciones cosméticas y

nutracéuticas. Este objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos concretos:

1. establecimiento de las condiciones éptimas de cultivo del brécoli en campo y de los
subproductos originados tras la recoleccidn del material cosechado.

2. optimizacién de las metodologias de extraccion 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
brdcoli sobre la linea celular HaCaT expuesta previamente a la radiacion UV-B.

4. estudio de los mecanismos protectores desencadenados por los extractos enriquecidos
en compuestos bioactivos procedentes de los subproductos de brdcoli sobre la linea
celular HaCaT expuesta previamente a la radiacién UV-B.

5. andlisis del efecto reparador de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos
procedentes de los subproductos de brdcoli sobre la barrera de queratinocitos de piel
dafiados por heridas superficiales.

6. evaluacion de la actividad citotdxica del extracto enriquecido en glucosinolatos
obtenido mediante extraccién con fluidos presurizados sobre la linea celular CCD-18Co.

7. estudio de los mecanismos protectores desencadenados por los extractos enriquecidos
en glucosinolatos procedentes de los subproductos de brdécoli sobre la linea celular CCD-

18Co expuesta al LPS.
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1. Material vegetal

Los subproductos (tallos y hojas) de brocoli (B. oleracea var. italica) cv Parthenon, Naxos y
Bellaverde fueron proporcionados por la empresa Agricola Santa Eulalia S.L (Murcia, Espafia)
dedicada a la produccién y comercializacién de alimentos hortofruticolas estando considerada
como una de las principales exportadoras de brdcoli de la Regién de Murcia. Asi, una vez
recolectados los floretes, es decir, la parte destinada a la alimentacién, los subproductos
generados (hojas y tallos) se utilizaron como material vegetal (Figura 15) para llevar a cabo la

extraccién de los compuestos bioactivos y su posterior uso como posible material con

propiedades interesantes para la industria cosmética y/o alimentaria.

Compuestos bioactivos

@ Neuroprotector
@ Antidiabético

% Cardioprotector
@? Hepatoprotector

@ Antioxidante
®
4 > & Antiinflamatorio
¢ B e USS 1
Subproducto XX Anticancerigeno

Antiobesidad

Figura 15. Procesado del cultivo del brécoli.
1.1 Optimizacion del secado de los subproductos

Para la obtencion de los compuestos bioactivos de los subproductos, en primer lugar, se
procedid a optimizar el proceso de deshidratacién de los subproductos utilizando para ello los
subproductos de la variedad de brécoli Parthenon (Figura 16). Todo este proceso de
optimizacion se llevé a cabo en las instalaciones del Centro Tecnoldgico Nacional de la Conserva
y Alimentacién (en adelante CTC). Para ello, una vez recogidos por separado los subproductos
(hojas y tallos) por parte de los operarios de la empresa Agricola Santa Eulalia, estos se enviaron
al CTC en vehiculos refrigerados con el fin de mantener todas las propiedades del subproducto.
Unavezen el CTC, se llevd a cabo un primer proceso de secado del material vegetal que consistio
en la deshidratacion de 15 kg de hojas y 15 kg de tallos de manera independiente (Figura 16A).

Durante este proceso de deshidratacidn, las muestras se mantuvieron en una cdmara climatica
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a 70 °C durante 24 h hasta que alcanzaron una humedad relativa del 4 %. Posteriormente, se
procedid a la molienda de los subproductos previamente deshidratados usando para ello un
molino de cuchillas. Finalmente, el polvo obtenido se tamizd para obtener fracciones mas
representativas y homogéneas obteniendo asi un polvo fino procedente de hojas secas y por

otra parte el polvo seco de los tallos.

El segundo proceso de deshidratacidn de los subproductos consistié en realizar, primeramente,
el triturado o molienda del material vegetal en estado fresco (Figura 16B). Para ello, las hojas y
tallos de brocoli de la variedad Parthenon en proporcidon 3:1 (hoja/tallo) se cortaron
previamente a un tamafio de 10 x 10 um usando una cortadora Urschell® Modelo G-A y a
continuacién, se trituraron hasta obtener una masa fina con un procesador Comitrol® modelo
1700 Urschell. Posteriormente, se secaron en una cdmara 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
tamafio de particula reducido para aumentar la superficie de contacto y con ello, la eficacia de
los procesos de extraccién de compuestos bioactivos. El proceso de molienda aplicado fue por
impacto y cizalla con un molino ultracentrifugo, lo que garantizé la reduccién rapida pero
cuidadosa de la granulometria de la muestra. El molino estaba dotado de un rotor de 12 dientes,
asi como de una bateria de tamices anulares de separacion 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
Recepciénde las Recepcion de las
muestras muestras
|
| ]
[ Tallos ] [ Hojas ] [ Tallos + hojas ]
Secado Secado Triturado
70°C 24 horas 70°C 24 horas 100 um
Secado
Triturado Triturado 55°C 24 horas

Figura 16. Organizacion de la primera prueba del proceso de secado de los subproductos de brécoli.
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2. Técnicas extractivas de compuestos bioactivos
2.1 Extraccion convencional (EC)

La extraccion de los compuestos bioactivos a partir de los subproductos de brdcoli previamente
triturados y deshidratados se llevd a cabo utilizando hojas y tallos por separado o en
combinacion, 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 bafio de hielo y en la oscuridad
durante 20 min. Luego, se afiadio cloroformo (1:1, v/v) y las muestras se centrifugaron a 15.000
xg durante 5 min. La fase orgdnica se recogidé y se evapordé a 40 °C en un rotavapor
(Rotavapor®100, Buchi). Finalmente, los extractos secos se disolvieron en 500 pL de etanol y se
filtraron a través de filtros de jeringa de nylon de 0,2 um y se almacenaron a -20 °C hasta su
posterior analisis. El rendimiento de extraccién (RE) se calculé como el porcentaje de masa total
de extractos secos por gramo de materia prima extraida utilizada en los procedimientos de

extraccion (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 bafio de agua durante 20 min, agitando
vigorosamente en un vortex cada 5 min. Este paso permitié desnaturalizar la enzima mirosinasa
para evitar la degradacién de los glucosinolatos. A continuacién, las muestras se enfriaron en un
bafio de hielo durante 5 miny transcurrido ese tiempo, se centrifugaron durante 15 min en una
centrifuga Sorvall RC5B plus a 10.000 xg y a 4 °C. Este proceso se realizé dos veces y finalmente,
la fase metandlica se evapord utilizando un speed-vac Syncore polivap Bichi (Suiza) a 40 °C
durante 1 h a 240 rpm, para obtener un extracto seco. Finalmente, el extracto seco se

resuspendid en 2 ml de agua desionizada. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

2.2 Extraccion de compuestos hidrosolubles sin el uso de disolventes organicos

La extraccion de compuestos hidrosolubles sin el uso de disolventes organicos de los
subproductos del brdcoli se llevd a cabo a partir de 25 kg de subproducto de brdcoli (hojas y
tallos) en las instalaciones del CTC. Para ello, el material vegetal se homogeneizé con 100 litros
de agua y posteriormente, la mezcla se calentd a 98 °C durante 1 h. Transcurrido ese tiempo, se
realizé una separacion sdlido-liquido con un tamiz y se concentré el liquido a 60-65 °Cy a —0,8
bares hasta eliminar el 90 % de agua. Finalmente, el extracto concentrado se liofiliz6 para

obtener un extracto seco que se conservo a -20 °C hasta su uso.
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2.3 Extraccion mediante fluidos supercriticos (SFE)

La SFE se llevd 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 (CO, y
co-solvente), dos intercambiadores de calor, un recipiente de extraccion presurizado (100 ml),
dos recipientes de recoleccion presurizados y tres reguladores de contrapresién automatizados,
que permite trabajar con CO, como fluido supercritico en un rango amplio de presiones y
temperaturas, asi 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 brécoli en polvo se cargd en el recipiente de extraccién de la siguiente forma:
se mezclaron 15 g de la muestra (hoja/tallo, 3:1) con arena de mar en una proporcion 2:1, la
valvula se tapond con lana de vidrio por la parte superior para prevenir la pérdida de muestra.
Cada procedimiento se llevd a cabo en modo dinamico. Los extractos obtenidos se evaporaron
en un rotavapor (Rotavapor®100, BUCHI Labortechnik AG, Flawil, Suiza) a 35 °C y se mantuvieron
a -20 °C. Los extractos secos se reconstituyeron en etanol a una concentracion 1 mg ml? y se
filtraron usando filtros de nylon de jeringa de 0,2 um y se guardaron a -20 °C hasta su posterior

analisis. El RE se calculd como se describe en la seccidon de extraccion convencional 2.1.

2.4 Extraccion mediante fluidos presurizados (PLE)

Con la finalidad de extraer los glucosinolatos caracteristicos de las brasicas, se llevd a cabo el
proceso de extraccién mediante PLE a partir de los subproductos de brdcoli NX. Esta técnica
consiste en un proceso extractivo que emplea agua y sus mezclas hidro-alcohdlicas como
disolventes que se encuentran a condiciones de presién y temperatura inferiores a las de su

punto critico.

Para ello, las extracciones se realizaron con un equipo extractor de liquidos presurizados Dionex
ASE 350 (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, EE. UU.). Las celdas de extraccidon se componen de cuerpo
de extraccion y tapas. Cada tapa estd equipada con una frita de acero inoxidable. Para llevar a
cabo la extraccion, se mezclaron de manera homogénea 2 g de subproducto seco de brécoli NX
(fraccion hoja/tallo, 3:1) con 4 g de arena y las muestras se cargaron en las celdas de extraccion
de acero inoxidable de 33 ml. Previamente, se colocd un filtro de celulosa en cada una de las
tapas para evitar el paso de particulas en suspensidn al vial de recoleccidn A continuacion, estas
celdas fueron introducidas en un horno, selladas y sometida durante un tiempo determinado a

la temperaturay presion establecidos para cada condicién. Tras finalizar los ciclos de extraccion,
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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
pum y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 min a 4 °C en una centrifuga (Sorvall ST 16 R,
Thermo Scientific, Leicestershire, Reino Unido). Finalmente, los sobrenadantes se evaporaron al
vacio (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 analisis.

Las condiciones de extraccidn PLE para la recuperacidn de glucosinolatos se aplicaron mediante
metodologia RSM con un disefio 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 extraccién (3 — 22
min). La variable respuesta fue el contenido en glucosinolatos (ug g™ de extracto). En total, se
llevaron a cabo 16 experimentos en orden aleatorio. El RE se calculéd como se describe en la

seccion 2.1 de Material y métodos.

3. Cuantificacién de compuestos bioactivos

3.1 Fitoesteroles y a-tocoferol

La identificacion y cuantificacion de fitoesteroles y a-tocoferol se basé en los espectros de masas
obtenidos por cromatografia 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
& Pedrefio. (2013). La temperatura del horno se fijé inicialmente en 60 °C y se aumentd hasta
310 °C a razdn de 10 °C min™. Se utilizd un caudal constante de 0,1 ml min™* usando helio como
gas portador. El rango de masas se controlé desde m/z 50—800, con una energia de ionizacién
de 70 eV. El volumen de inyeccidon fue de 1,0 pl. La identificacidn de los diferentes fitoesteroles
(campesterol y B-sitosterol) y a-tocoferol se confirmé 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 concentracion se estimé en base a una curva
estandar 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
espectrofotometro Jasco V-730 (Easton, MD, EE. UU.). Para ello, se midieron las absorbancias a
664,2, 648,6 y 450 nm y se cuantificd el contenido de clorofilas a y b mediante las siguientes

formulas indicadas en el protocolo de Sumanta et al. (2014):
ClOTOfila a (ﬂg ml_l) = 13,36 * A664,2 - 5,19 * A648,6

ClOTOfila b (ﬂg ml_l) = 27,43 * A64—8,6 - 8,12 * A664—,2
Siendo A la absorbancia a las diferentes longitudes de onda que se indican en el subindice.

La cuantificacion de B-caroteno se llevd a cabo a partir de una recta de calibrado de este
compuesto disuelto en etanol absoluto en un rango de concentracién desde 1 hasta 80 pg ml?
y se midid la absorbancia a 450 nm. El contenido total de B-caroteno se calculé a partir de la

regresion lineal de la recta de calibrado (R?=0,9992).

3.3 Compuestos fendlicos

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos se usé el método de Folin-Ciocalteu (Singleton
et al., 1999). Para ello, se tomaron 50 ul de los extractos etandlicos y se transfirieron a tubos de
ensayo que contenian 750 pl de agua destilada. A continuacién, se afadieron 50 pl de reactivo
de Folin-Ciocalteu y transcurridos 3 min de incubacién, se adicionaron 150 ul Na,COs al 20 %
(p/v). Después de 2 h de reaccidn a temperatura ambiente, se determind la absorbancia a 760
nm usando un espectrofotdmetro Jasco V-730 (Easton, MD, EE. UU.) y se compard con una curva
de calibrado realizada con &cido géalico con un rango de concentracién de 0,01 a 10 pg ml? (y =
0,0819x + 0,0004; R? = 0,999). El contenido de fenoles totales se expresé como equivalentes de
acido galico (GAE) g* de extracto. Todos los andlisis se llevaron a cabo por triplicado, frente a un

blanco con etanol.

3.4 Glucosinolatos

La identificacién y cuantificacion de los glucosinolatos se llevé utilizando un sistema
cromatografico Agilent Series 1200 (Agilent Technologies) acoplado a un espectrémetro de
masas triple cuadrupolo (MS/MS), con fuente de ionizacidn por electrospray (ESI) operando en
modo negativo, siguiendo la metodologia descrita por Hellin et al (2016). Ademas, se utilizd N,
como gas nebulizador a una presién de 60 psi y el flujo se ajusté a 13 | min. La temperaturay

el voltaje del capilar se mantuvieron a 350 °C y 4 kV, respectivamente. La separacion
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cromatografica se realizé en una columna Luna C18 (250 mm x 46 mm, tamafio de particula de
5 um; Phenomenex, Macclesfield, Reino Unido) con una precolumna C18-0ODS (4 mm x 30 mm)
(Security Guard, Phenomenex, Macclesfield, Reino Unido). La fase mdvil consistié en acido
trifluoroacético 0,1 % en agua (A) y acido trifluoroacético 0,1 % en acetonitrilo (B) como
disolventes. El flujo se mantuvo en 0,7 ml min? y el volumen de inyeccién fue de 20 pl. Los
glucosinolatos se identificaron utilizando 4-hidroxi-glucobrasicina, 4-metoxi-glucobrasicina y
neoglucobrasicina extraidas 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 identificacion de cada
uno de los compuestos fueron m/z 463->97 para 4-hidroxi-glucobrasicina, 447597 para
glucobrasicina y 477597 para 4-metoxi-glucobrasicina y neoglucobrasicina. Todos los

compuestos se cuantificaron usando el estdndar externo de glucobrasicina.

4. Determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos

La capacidad antioxidante de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos procedentes
de los subproductos de brécoli se evalué analizando el efecto de los diferentes extractos
etandlicos 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 midid espectrofotométricamente a 414 nm usando un
espectrofotometro Jasco V-730 (Easton, MD, EE. UU.). El medio de reacciéon contenia 2 mM
ABTS*, 45 uM H,0,, 330 ng ml™* de peroxidasa de radbano (HRP VI) y 12 mM tampdn acetato
sdédico a pH 5,0. Tras la generacion del radical ABTS+* por el sistema H,0,/HRP, se afiadieron 10
ul de extracto, siguiendo la reaccién a 414 nm después de 24 h de incubacion a 20 °C en
oscuridad. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron
como mg equivalentes de Trolox g 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 Lineas celulares y condiciones de cultivo

Para la evaluacion de las capacidades tecnolégicas para su aplicacion como ingrediente
nutracéutico y cosmético, la eficacia de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos

procedentes de los subproductos de brécoli se determind sobre dos lineas celulares humanas:
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e linea celular de queratinocitos humanos no cancerosos (HaCaT) (CLS Cell Lines Service,

300493), una linea de queratinocitos inmortales aneuploides transformados
espontaneamente que crecen en monocapa procedentes de piel de un varén caucasico de
62 afos. Se trata de una linea no tumoral que posee una alta capacidad de proliferacion in
vitro por lo que se ha usado ampliamente como modelo celular para el estudio de diferentes
patologias relacionadas con la piel (Colombo et al., 2017). Esta linea celular se mantuvo en
medio DMEM (Medio de Eagle modificado por Dulbecco) suplementado con 4,5 g It 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 linea celular primero se retiré el medio de cultivo viejo con las
células muertas que pudiera contener y se lavo la capa de células con 5 ml de PBS (tampdn
fosfato salino) para eliminar cualquier célula muerta que hubiera quedado. A continuacion,
se retird el PBS y se afiadié 3 ml de EDTA 0,05 % al frasco y se mantuvo en incubacién a 37
°C durante 10 min o hasta que las células comenzaron a redondearse. Tras ese tiempo, se
retird el EDTA y se sustituyd 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 tripsinizacion se detuvo afadiendo
5 ml de medio completo (que contenia a;-antitripsina). Para el mantenimiento de la linea,
el subcultivo se realizd a razéon de 1:10, y para los ensayos, las células despegadas se
recogieron en un tubo estéril para continuar con la centrifugacion a 300 g durante 3 min.

o linea celular de fibroblastos de colon humano no cancerosos (CCD-18Co) (ATCC®
CRL1459™), suministrada por el Servicio de Cultivos de tejidos del Area Cientifica y Técnica
de Investigacion (ACTI) de la Universidad de Murcia. Esta linea celular se aislé por primera
vez de tejido sano de colon de una nifia afroamericana de 2,5 meses. Se trata de una linea
finita que crece de forma adherente hasta que las células alcanzan el nivel de duplicacion
de la poblacion 42 o PDL 42 (por sus siglas en inglés Population Doubling Level), a partir del

cual empieza a presentar senescencia. El PDL se determind a partir de la siguiente férmula:

PDL = 3,32(logNF — logNI) + X

siendo NF, numero final de células, o células que se recogen; NI, nimero inicial de células
gue se siembrany X, el numero de PDL del que se parte al realizar la siembra. La linea celular
CCD-18Co se mantuvo en medio EMEM (Medio Esencial Minimo de Eagle) suplementado
con un 10% de SBF y rojo fenol.

Para el subcultivo de la linea celular de colon, una vez las células alcanzaron la confluencia

adecuada (80-90 %) se les eliminé el medio viejo con las posibles células muertas que
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estuvieran en suspensién y la monocapa de fibroblastos se lavé con unos 5 ml de PBS. A
continuacién, se retird el PBS y se afiadié 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 tripsinizacién con medio completo EMEM con suero (que contiene
az-antitripsina). Los subcultivos rutinarios para el mantenimiento de la linea se realizaban a
razon 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 lineas celulares se mantuvieron en un incubador Thermo Scientific™ Forma™ Steri-Cult™
CO:> Incubator (Thermo-Fischer Scientific, Wilmington, Delawar, EE. UU.) a 37 °C en frascos de
cultivo de 75 cm? (Nunc, Roskilde, Dinamarca) adherentes y ventilados que permitian el paso
CO; al interior y en una atmésfera que contenia el 5 % de CO, y 95 % de humedad relativa. El

medio de cultivo, que contenia rojo fenol, se les renovaba cada 3-4 dias, aproximadamente.

El subcultivo se realizé 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
lineas. Una vez despegadas del frasco las células eran centrifugadas y resuspendidas
posteriormente en medio sin rojo fenol y se contaban para determinar el nimero de células
totales recogidas, asi como el porcentaje de viabilidad. Para ello se prepard una dilucién 1:1 de
la suspension celular y de colorante azul de tripano (que tifie de color azul las células muertas).
De esta mezcla se tomd una alicuota de 10 pl para realizar el contaje en un contador celular
automatico TC10™ (Bio- Rad; Hercules, EE. UU.). Tras el recuento, la siembra se realizé en los
frascos descritos anteriormente, en el caso de mantenimiento de la linea, o en las placas
correspondientes de 96, 24 o 6 pocillos, dependiendo del tipo de ensayo a realizar. Toda la

manipulacidn de las células se llevé a cabo en la cabina de flujo laminar.

5.2 Caracterizacion del crecimiento de las lineas celulares

Para la caracterizacion del crecimiento de las lineas celulares, en el caso de la linea celular
HaCaT, puesto que no existian ensayos previos sobre el crecimiento de esta linea celular, se llevd
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 dptima recomendada por el fabricante (1x10*
células cm™, 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 linea celular HaCaT, se calculd el tiempo de
duplicacién y la velocidad maxima de crecimiento de la linea segun los resultados obtenidos de
las curvas a partir de diferentes indculos. Para estos calculos 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:

Ln2
TD = —
u
Ln(Xf/Xi)
k==

Siendo:

TD: tiempo de duplicacién (d); p: velocidad méxima (d); Xf: nimero de células final; Xi:

numero de células inicial; t: tiempo (d).

Para la linea de colon (CCD-18Co), las células se sembraron a una densidad de entre
aproximadamente 3.000 y 6.000 células cm™en medio EMEM durante el tiempo requerido para
cada tipo de ensayo. La caracterizacién del crecimiento se llevd a cabo en placas de
microtitulacién de 96 pocillos y una vez sembradas se mantuvieron en oscuridad en un

incubador a 37 °Cy 5% CO..

5.3 Ensayos de viabilidad celular

La determinacidn de la viabilidad de las células HaCaT y CCD-18Co se llevé 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 metabdlica de las células viables. Mediante este ensayo, la sal de tetrazolio (MTT), de
color amarillo e hidrofilica, es reducida a un compuesto hidrofébico, el formazano ((E,Z)-5-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano), de color violeta (Figura 17), por accion de las

oxidorreductasas mitocondriales de las células metabdlicamente activas.
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Figura 17. Conversion del MTT en formazano por medio de las oxidorreductasas presentes en las
mitocondrias.

Para realizar el ensayo de MTT, primero se realizé la siembra de cada una de las lineas celulares
y se dejaron en incubacidn 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 incubacion con los
extractos/agentes a estudiar, o bien el tiempo necesario para la realizacién de las curvas de
crecimiento, se retird todo el medio de cultivo de cada pocillo y se sustituyd por 200 ul de una
solucién de MTT (1 mg ml?) preparada en medio de cultivo base DMEM/EMEM sin rojo fenol y
sin SBF, para la linea celular HaCaT y CCD-18Co, respectivamente. Transcurridas 4 h se retir6 la
solucion de MTT y las sales de formazano violetas formadas debido a la reduccién del MTT se
disolvieron en 100 ul de dimetilsulféxido (DMSO). Tras 5 min de suave agitacién se midio la
absorbancia con un lector de placas Omega FIuoSTAR (BMG Labtech, Ortenberg, Alemania) a
570 nm (realizando una correccién a 690 nm). La viabilidad celular se determind mediante la
siguiente férmula:
(Abs 570 nm — Abs 690 nm) ensayos

Viabilidad celular = 100
iabilidad celular (Abs 570 nm — Abs 690 nm)control x

5.3.1  Ensayos de citotoxicidad de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos

Para la linea celular HaCaT se comprobd el efecto citotéxico de los extractos enriquecidos en
compuestos bioactivos obtenidos mediante SFE y PLE. Como paso previo para la evaluacién de
la citotoxicidad de los extractos SFE enriquecidos en compuestos bioactivos sobre la linea celular
HaCaT, estos se resuspendieron en DMSO ya que se trata de un disolvente organico
ampliamente usado en estudios con cultivos celulares a diferencia del etanol, disolvente

utilizado para la cuantificacién de los compuestos bioactivos del extracto. Por ello, en primer
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lugar, se realizd 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
concentracién 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 adiciond DMSO a diferentes
concentraciones con 6 réplicas por cada concentracién, ademas del control con el medio de
cultivo y se mantuvieron en oscuridad en un incubador a 37 °Cy 5 % CO,. Trascurridos los
tiempos de incubacién indicados, se llevé a cabo la determinacién de la viabilidad celular en
presencia del DMSO mediante el ensayo del MTT. Una vez determinada la concentracién minima
de DMSO que afectaba significativamente a la viabilidad celular se procedié a evaluar la
citotoxicidad del extracto enriquecido en compuestos bioactivos obtenidos mediante SFE. Asi,
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 pg extracto ml™).

Por otro lado, se determind la citotoxicidad de los extractos enriquecidos en glucosinolatos
obtenidos mediante PLE en la linea 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 pg extracto ml™).

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°Cy 5% CO, y
transcurrido este tiempo, se reemplazé el medio de cultivo por la solucién de MTT (1 mg ml™) y

se llevé a cabo el protocolo de viabilidad celular.

5.3.2  Evaluacion del efecto fotoprotector de los extractos procedentes de subproductos de
brocoli

Con el fin de evaluar el efecto fotoprotector de los extractos procedentes de los subproductos
de brécoli, en primer lugar, se determind el efecto citotdxico de la luz UV-B sobre la monocapa
de queratinocitos. Para ello, las células HaCaT se sembraron en placas de 96 pocillos a razén de
5.000 células por pocillo durante 24 h y seguidamente se reemplazé el medio de cultivo por una
fina capa de PBS. A continuacidn, las células se irradiaron con diferentes dosis de luz UV-B (25,
50, 100, 500 y 1.000 mJ cm™), usando para ello un Crosslinker Bio-Link BLX (Vilber Louvert

Biolink. Eberhardzell, Alemania) equipado con una lampara UV-B con un maximo de emision a
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312 nm, ademas de un control sin irradiar. El tiempo del tratamiento varié para proporcionar las
dosis especificas de luz UV-B. Una vez irradiadas las células, se elimind el PBS y se afiadié medio
DMEM completo a los pocillos. A continuacidn, las células se incubaron durante 24 h mds, antes

de proceder a determinar la viabilidad celular mediante el ensayo del MTT.

La dosis inhibidora del 50 % del crecimiento celular (ICso) se determiné a partir del porcentaje
de viabilidad celular (en comparacion con el control) frente a diferentes dosis especificas de luz

UV-B.

Una vez determinada la dosis de luz UV-B que redujo la viabilidad celular en mas del 50 %, se
evalué el efecto fotoprotector de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos
obtenidos mediante SFE a partir de los subproductos de brdcoli 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, 1y 10 pg extracto ml™?) utilizando
quercetina como control positivo (30 pug ml?). Tras 24 h de incubacién en presencia de los
extractos, el medio de cultivo se descarté y se reemplazdé por una fina capa de PBS y
seguidamente las células se irradiaron con luz UV-B (50 mJ cm™). Tras esto, se sustituyd de nuevo
el PBS por medio DMEM completo y se mantuvieron en cultivo 24 h mas, transcurrido este

tiempo se les determind la viabilidad con el ensayo de MTT.

5.3.3  Evaluacion 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 linea 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 exposicién 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 pg ml?), disuelto en PBS estéril, y las células se
mantuvieron en cultivo durante 12, 24 y 48 h. Transcurrido el tiempo correspondiente, se

determind 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 procedid a comprobar el efecto
protector de los extractos SFE-NX frente a la produccion de ROS en presencia de LPS. Las células
se sembraron a razén de 3.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos y tras 24 h de

incubacién 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 brdocoli de
la variedad Naxos (PLE-NX) (1, 10, 50, 200, 500, 1.000 pg extracto ml™?). Tras la exposicidn, se les
elimind el medio con los extractos antes de exponerlas al LPS (2 pg ml?) durante 4 h. Una vez
pasado ese tiempo, el medio se sustituyd por una solucién de DHCF-DA a 10 uM preparada en
medio de cultivo EMEM vy se incubaron en oscuridad durante 30 min. Tras la incubacién se
elimind la sonda lavando dos veces con tampdn PBS y se midié la fluorescencia de las células

como se indica posteriormente en el apartado 5.5.

5.4 Ensayo de migracién celular

Para comprobar el posible efecto reparador del extracto SFE-NX y PLE-NX sobre la barrera de
queratinocitos de piel dafiados por heridas, se procedid a realizar un ensayo de migracion
celular. Para ello, las células HaCaT se sembraron a razén de 50.000 células por pocillo en placas
de 24 pocillos, y se mantuvieron en medio DEMEM en un incubador a 37 °Cy 5 % de CO; 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 pg ml™?) o PLE-NX (1, 10, 100 y 500 pg ml?) y se mantuvieron en las mismas
condiciones de incubacion durante 24 h. Se usé quercetina (30 ug ml?) como control positivo.
Tras este tiempo, se le realizé a cada monocapa de células una herida en linea recta utilizando
un agente punzante estéril. Tras la realizacién de la herida, las células se lavaron con PBS para
eliminar las células desprendidas y el medio con los extractos, se volvié a afiadir medio DMEM
completo y se mantuvieron en incubacién durante 48 h. Durante ese tiempo se realizd un
seguimiento fotografico 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 migracién de las células hasta que la herida quedé completamente cerrada. El area
de la herida se determind trazando una linea a lo largo del borde de la herida con el software
Imagel (Bethesda, MD) y el porcentaje de curacion de la herida y la velocidad de cicatrizacion se

determind usando las siguientes ecuaciones:

. ] Area inicial (TO) — Area final (Tx)
Curaciéon herida (%) = - — x 100
Area inicial (T0)

Area inicial (TO) — Area final (Tx)
Horas (Tx)

Velocidad cierre (mm? k') =

Cada concentracién, asi como cada ensayo se realizé por duplicado y se tomaron imagenes de

dos campos diferentes de cada pocillo.
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5.5 Determinacioén de la produccion intracelular de especies reactivas de oxigeno

La produccién de ROS intracelular se evalud utilizando la sonda diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCF-DA) (Molecular Probes, Eugene, Oregdn, EE. UU.). Esta sonda no
presenta fluorescencia por si mismay es permeable alamembrana celular. Una vez en el interior
de la célula, la sonda es des-esterificada y se convierte en 2’,7’-diclorofluoresceina, por accién

de las ROS, que es altamente fluorescente (Figura 18).

3’ 6’-diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina 2" 7'-diclorofluoresceina

CJ

ROS
ﬁ O
SO,
HO 0 OH

0O

Figura 18. Conversidon de la sonda no fluorescente diacetato de 2'7'-diclorofluoresceina a 2',7'-
diclorofluoresceina, que si presenta fluorescencia, por la accion 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 incubacidn, se expusieron
durante otras 24 h a diferentes concentraciones de los extractos SEF-NX (0,1, 0,5, 1, 5, 10 y 50
ug mlt) y PLE-NX (1, 10, 50, 200, 500 y 1.000 pg ml™) para las células HaCaT y CCD-18Co,
respectivamente. Se usé quercetina (30 ug ml™) como control positivo. Tras ese tiempo se les
eliminé el medio que contenia los extractos y se sometieron a luz UV-B (50mJ cm™) en el caso
de las células HaCaT, siguiendo la metodologia descrita descrito en el apartado 5.3.2 y a la
exposicién a LPS (2 ug ml? durante 4 h) para las CCD-18Co segln se describe en el apartado
5.3.3. Inmediatamente, tras la exposicién a los estreses (luz UV-B y LPS), el medio se sustituyé
por una solucién de DHCF-DA a 10 uM preparada en el medio correspondiente para cada linea
celular (DMEM (HaCaT) y EMEM (CCD-18Co)) y se incubaron durante 30 min en oscuridad. Tras
laincubacién, la sonda se eliminé lavando dos veces las células con tampdn PBS y a continuacion,
se midié la fluorescencia de las células utilizando un lector de placas Omega FluoSTAR (BMG
Labtech, Ortenberg, Alemania), tomando como longitud de onda de excitacién de la sonda 485
nm y 520 nm de emisién. El porcentaje de fluorescencia con respecto al control se determiné

siguiendo la siguiente formula:
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] Fluorescencia extractos
% de fluorescencia = - x 100
Fluorescencia control

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 Determinacién de la expresidon de genes relacionados con la inflamacion
5.6.1 Aislamiento y purificacion de ARN celular

Para la determinacion de la expresion relativa de los genes implicados en la respuesta
inflamatoria se usaron las lineas celulares HaCaT y CCD-18Co sometidas a los agentes causantes
de inflamacidn, 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 razén de 100.000 y 90.000 células/pocillo, respectivamente, y tras 48 h de
incubacién se sometieron a un pre-tratamiento de 24 h con diferentes concentraciones de los
extractos: 0,1, 1, 10 y 50 pg extracto SFE-NX ml™? para HaCaT y 0,1, 1, 10, 50 y 200 pg extracto
PLE-NX ml™ para CCD-18Co. Tras el pre-tratamiento con el extracto SFE-NX, las células HaCaT se
irradiaron con luz UV-B (50 mJ cm™), mientras que las células CCD-18Co se expusieron durante
4 h a 10 pg ml?t de LPS. Posteriormente, las células (tanto HaCaT como CCD-18Co) se
mantuvieron en incubacidn en las condiciones anteriormente descritas durante 2, 8, 14y 24 h.
Trascurrido este tiempo, se les retiré el medio de cultivo y las células se lisaron para la obtencidn
del ARN usando para ello el kit de extraccion y purificacion RNEasy MiniKit (Qiagen, Hilden,
Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez lisadas las células y extraido el
ARN, las muestras se congelaron en N; liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Ademas,
para la eliminacién de posibles restos de ADN gendmico que interfirieran en la reaccién, 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  Cuantificacion y comprobacion de la pureza del ARN extraido

La cantidad del ARN extraido se determiné usando un espectrofotdmetro NanoDrop ND-2000
(Thermo-Fischer Scientific, Wilmington, Delaware, EE. UU.). Posteriormente, una vez conocida
la cantidad de ARN, la migracion del gel se realizé en agarosa al 1,5% que contenia 3 pl de
RedSafe (iNtRON Biotechnology, Corea del Sur) para la visualizacién de las dos bandas tipicas

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 asi, la calidad del ARN extraido.

5.6.3 Sintesis de ADNc

A partir de 1 ug de ARN extraido y purificado de los dos tipos de células HaCaT y CCD-18Co se
Ilevé a cabo la sintesis del ADNc mediante una reaccidn de transcripcidn reversa, usando el kit
RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,
EE.UU.) que contenia el tampdn de reaccion (50 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KCl, 4 mM
de MgCl;, 10 mM de DTT), 5 uM de Oligo(dT)1s Primer, 20 U de inhibidor de RNasa, 1 mM de
dNTP y 200 U de retrotranscriptasa, siguiendo para ello las instrucciones del fabricante. La
reaccion se incubé durante 1 hora a 42 °C, terminandose la reaccion incubando 5 mina 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

utilizacion.

5.6.4  Andlisis con PCR cuantitativa en tiempo real

El estudio de la expresién 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 realizé 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 pl que contenia 5 ul de 2X Power SYBR Green PCR Master Mix (incluyendo
AmpliTag Gold ADN polimerasa-LD, dNTPs y el colorante SYBR Green), 51 nM de cebadores
especificos (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 amplificacién fueron 2 min a 50 °C seguidos de 10 min a 95 °C para la activacion
de la polimerasa seguidos de 40 ciclos de amplificacién compuestos por 15 s a 95 °C para la
desnaturalizacion seguidos de 1 min a 60 °C en donde tuvo lugar la hibridacién y extensién de

las hebras de ADN.

Las secuencias de los cebadores utilizados para el andlisis por qRT-PCR se disefaron 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 analizé para comprobar
la especificidad de cada reaccion de amplificacion utilizando diluciones seriadas del ADNc. Todos
los genes usados mostraron una eficiencia 2 0,8. Los valores de la expresion relativa de los genes

analizados se normalizaron con respecto al gen GAPDH, (usado como gen de referencia). Los
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niveles de expresion de los genes IL-16, IL-6, IL-8, TNF-a y COX-2 se determinaron tras 2, 8, 14 y
24 h de exposicién a laluz UV-B o LPS en las lineas 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. /L-18:
Interleucina 1B; IL-6: Interleucina 6; IL-8: Interleucina 8; TNF-a: Factor de necrosis tumoral a; COX-2:
Ciclooxigenasa 2 y GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

Nudmero de Tamaiio del
Par de cebadores
Gen acceso amplicén
(5’-sentido-3’/5"-antisentido-3")

(GenBank) (pb)
IL-16 NM_000576 GCAACCGCTTCCCTATTTAT/ACAGACACTGCTACTTCTTG 90
IL-6 NM_000600 ACCTTCCAAAGATGGCTGAA/TGGCTTGTTCCTCACTACTC 146
IL-8 BC013615 GTTAAATCTGGCAACCCTAG/GGTAAGATGGTGGCTAATAC 111
TNF-a NM_000594 CAGGGACCTCTCTCTAATCA/TGCTACAACATGGGCTACAG 89
COX-2 MS0100 TTGACAGTCCACCAACTTAC/GAGGAAGGGCTCTAGTATAA 88
GAPDH NM_002046 TGTTGCCATCAATGACCCCTT/CTCCACGACGTACTCAGCG 202

6. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos de los diferentes experimentos se realizé con el
software SPSS, versién 22.0 (SPSS Science; Chicago, EE. UU.). Todos los valores mostrados se
corresponden con las medias + la desviacidén estandar (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, considerandose las
diferencias estadisticamente significativas cuando p < 0,05. Los resultados se agruparon segun

la prueba de Tukey.
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1. Antecedentesy objetivos

En los ultimos afnos, numerosos estudios han explorado el uso de subproductos vegetales como
fuente de compuestos bioactivos valiosos con potencial aplicaciéon para el tratamiento y
prevencion de enfermedades humanas (Coman et al., 2020). Estos compuestos bioactivos
derivan del metabolismo secundario de las plantas y se sintetizan en pequefas cantidades en
comparacion 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 asi como para combatir las infecciones
por microorganismos, el ataque de otros seres vivos y para hacer frente a otras plantas
competidoras, poseen propiedades bioldgicas 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 brdcoli se encuentran los
glucosinolatos y los compuestos fendlicos (especialmente flavonoides vy 4dcidos
hidroxicinamicos), asi como los carotenoides, esteroles, vitamina C, fibra y elementos minerales,
gue resultan esenciales para la salud humana (Lopez-Berenguer et al., 2009; Martinez-Ballesta

et al., 2010; Arnaiz et al., 2012).

Hoy en dia, el mercado de los productos naturales esta 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 proteccidon del medio ambiente. En este contexto,
existe un interés creciente por recuperar compuestos bioactivos a partir de subproductos
vegetales ecolégicos, 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 quimicos potencialmente
toxicos (Liu et al., 2018). En este sentido, los subproductos del brécoli pueden constituir una
valiosa fuente de compuestos beneficiosos para la salud con posible aplicacién en la industria
cosmética y nutraceutica debido principalmente al efecto antioxidante que poseen estos
fitoquimicos (Barbulova et al., 2015; Selvamuthukumaran & Shi, 2017). Por lo tanto, la demanda
de productos naturales ultrapuros y de alto valor estd redirigiendo los esfuerzos de las industrias
alimentarias hacia el desarrollo de nuevos métodos de extraccién 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 ultimos afios, cada vez mas, la mayoria de los estudios han ido
evolucionando hacia la utilizacién de métodos de extraccién mas respetuosos con el medio
ambiente, por lo que se han ido introduciendo técnicas de extraccién 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 orgdnicos potencialmente téxicos, obteniendo
asi ingredientes funcionales y nutracéuticos de diferentes fuentes vegetales (da Silva et al.,
2016). Otras ventajas incluyen tiempos de extraccion mas cortos, mayores rendimientos, el uso
de solventes seguros y respetuosos con el medio ambiente y poco o ningln residuo de solvente,
lo que hace que estos métodos sean adecuados para el procesamiento de alimentos
termolabiles. Ademds, estas tecnologias de extraccién “verdes” no inducen oxidacidén ni
degradacion, se reducen los costes de los disolventes y su almacenamiento y se pueden obtener
compuestos bioactivos especificos regulando el disolvente, la temperaturay la presion (De Melo
et al., 2014). Por tanto, estas tecnologias de extraccion se consideran de especial utilidad ya que
permiten la obtencion de compuestos bioactivos con diferentes caracteristicas de forma

separada a partir de una misma biomasa vegetal.

Con estos antecedentes y para el desarrollo de este capitulo se utilizaron subproductos de
brdcoli de los cultivares Parthenon (PT) y Naxos (NX) para desarrollar un sistema de produccion
sostenible de ingredientes bioactivos apostando por la valorizacion de estos subproductos
mediante el empleo de tecnologias limpias, por lo que los objetivos generales que se plantean

son los siguientes:

1. establecimiento de las condiciones dptimas de cultivo del brécoli en campo y de los
subproductos originados tras la recoleccidon del material cosechado.
2. optimizacién de las metodologias de extraccion de los compuestos bioactivos que

ejercen un efecto beneficioso para la salud humana.
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2. Preparacion y acondicionamiento de los subproductos de brocoli para la
extraccion de sus compuestos bioactivos

2.1 Recoleccion de muestras

Los técnicos de la empresa Agricola Santa Eulalia S.L. en Totana (Murcia, Espafia) cultivaron
plantas de brécoli (Brassica oleracea var. italica) de los cultivares PTy NX en los terrenos que la
empresa posee en la finca El Pastillero de Alhama de Murcia (Tabla 3). Transcurridos 4 meses
desde la plantacién de cada una de las variedades, se procedié a recolectar el subproducto
generado (hojas y tallos), una vez recogidas las pellas destinadas al consumo humano. La Tabla
3 muestra el nUmero de hectareas cultivadas, asi 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 disefiadas para el transporte de material
destinado a alimentacién. 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 cdmaras refrigeradas.

Tabla 3. Datos sobre las hectareas cultivadas, los kilogramos de brdcoli cosechados y de los subproductos

recogidos.
Cultivar Finca Hec-tareas Kg Kg subpr?ducto
cultivadas cosechados recogido
Parthenon El Pastillero (Alhama 27,5 454,991 672.960
Naxos de Murcia) 30,2 500.654 740.500

2.2 Optimizacién del proceso de secado de las muestras

La optimizacidn del proceso de deshidratacion de los subproductos de brdécoli se llevd a cabo
con el cultivar PT. Para ello, una vez recolectado el subproducto en la empresa Agricola Santa
Eulalia, este material se transportd en camiones refrigerados hasta el CTC, donde tuvo lugar la
optimizacidn del proceso de deshidratacién. La finalidad del secado de las muestras fue la
obtencidn 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 extraccion 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
ademas de la molienda de los tallos y hojas de brécoli. La diferencia entre los dos protocolos
radica en el orden de los procesos llevados a cabo. El primer protocolo de deshidratacion
consistid en un primer paso de secado de hojas y tallos por separado en una estufa a 70 °C

durante 24 hy una vez deshidratado el material vegetal se procedié a su molienda mientras que,
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para la segunda prueba de secado en primer lugar, se realizo un triturado de los subproductos
de brécoli, en proporcién 3:1 (hoja/tallo), seguido de la deshidratacion. Los resultados obtenidos
tras el proceso de optimizacién de la deshidratacion de los subproductos de brdécoli mostraron
que, el primer protocolo no resultd idéneo para el secado de los tallos dado el grado de
lignificacidn de estos. Los tallos no pudieron deshidratarse hasta obtener la humedad idénea
para el posterior proceso de molienday alcanzaron como minimo un 11,45 % de humedad frente
al 2,7 % de humedad que se alcanzdé tras la deshidratacion de las hojas, lo cual dificultd
considerablemente el proceso de molienda. A pesar de ello, se consiguid obtener el subproducto
seco de hojas y tallos, aunque en este ultimo caso, en mucha menor proporcién de la que cabria
esperar. Por tanto, con el fin de favorecer el proceso de secado y molienda de los subproductos,
se llevé a cabo el segundo proceso de optimizacidén del secado y molienda de los subproductos,
para el cual se realizé en primer lugar el triturado conjunto de los subproductos de brécoli PT
en fresco en proporcidn 3:1 (hoja/tallo) (Figura 19A), seguido de la deshidratacién en una

camara de secado (Figura 19B).

Figura 19. Subproducto de brdcoli cultivar Parthenon triturado a 100 um (A) y secado en camara (B).

Una vez deshidratada la muestra se procedié a su homogeneizacidén y posterior tamizado para
la obtencion de fracciones representativas, con un menor tamafo de particula, con el fin de
aumentar la superficie de contacto y con ello la eficacia de los procesos de extraccién (Figura

20).

Figura 20. Hojas (A), tallos (B) y mezcla de hoja y tallo (proporcidon 3:1) de brécoli cuItiva Parthenon tras
el proceso de secado y triturado de los subproductos.
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Enla Tabla 4 se muestra los resultados obtenidos del proceso de secado de los subproductos de
brécoli. Asi, partiendo de 6 kg de PF de subproducto (hoja/tallo 3:1) que contenian una humedad
inicial del 90,1 %, se consiguid 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
brécoli, se definié como procedimiento éptimo, el triturado inicial que se realizé de los tallos y
hojas en fresco a un tamano de 100 um y su posterior secado a 55 °C durante 24 h para alcanzar
una humedad final del 4 %, ya que este proceso favorecio el secado y triturado dptimo de los
tallos, por lo que se utilizé este procedimiento para la obtencidén de subproductos en seco para
la realizacion posterior de los diferentes procedimientos de extraccion de compuestos

bioactivos.

Tabla 4. Resultados de humedad obtenidos en el proceso de secado de troncos y hojas de brécoli
Parthenon.

Parametro Valor
Peso inicial (kg) 6
Peso final (g) 300

Porcentaje de humedad (g 100 g) materia prima 90,1
Porcentaje de humedad (g 100 g) deshidratado 4,0

3. Caracterizacién del contenido en compuestos bioactivos de los
subproductos de broécoli

Con el fin de determinar el contenido en compuestos bioactivos, los subproductos del brécoli se
sometieron a diferentes metodologias de extraccién: EC, extraccion sin el uso de disolventes

organicos, extraccion mediante SFE y PLE.

3.1 Cuantificacién de los compuestos obtenidos por extraccion convencional

Como punto de partida en las diferentes metodologias para extraer compuestos bioactivos de
interés de los subproductos de brdcoli para aumentar el rendimiento, la eficiencia y la
selectividad de la extraccién se procedié en primer lugar a la EC de los compuestos de interés.
Para ello, partiendo de diferentes fracciones de subproducto seco de brécoli PT (hoja y tallo),
tanto puros como en diferentes proporciones (1:1, 3:1 y 1:3, hoja/tallo), se procedié 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* extracto), siendo esta proporcion,
ademas, la mas representativa del volumen total de los subproductos generados del cultivo de

brécoli. Tras este, las hojas presentaron valores totales de 330,76 + 24,41 mg g de extracto,
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encontrandose que, los valores mas bajos en compuestos bioactivos se obtuvieron en los tallos
(134,75 + 8,46 mg g! extracto). Los rendimientos de los procesos de extraccion (RE) fueron de
2,57,2,52y1,13 %, para las proporciones hoja/tallo 3:1, hoja y tallo, respectivamente. Al mismo
tiempo, los compuestos que se encontraron mayoritariamente fueron el B-caroteno, que
representd entre el 16 %, en el caso de la fraccidén de tallo 100 %, y el 65 % en la fraccion
hoja/tallo 3:1. Los compuestos fendlicos 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
proporcién fueron los fitoesteroles y el a-tocoferol, que representaron sobre el 10 y el 4 %,
respectivamente, de los compuestos totales. Con base a los resultados obtenidos de esta
primera caracterizacion de los compuestos bioactivos de los subproductos de brdécoli y con la
finalidad de optimizar los procesos de extraccidn, se seleccioné la mezcla de hojas y tallos en
proporcién 3:1 como materia prima para los estudios posteriores con el objetivo de obtener los

mayores porcentajes de recuperacién de los compuestos de interés.

500

400 O Fitoesteroles

a
b
C O a-Tocoferol
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B B-Caroteno
d .
200 q @ Clorofilas
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| | | ]
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Figura 21. Compuestos bioactivos totales (mg g* extracto) obtenidos de los subproductos de brécoli
cultivar Parthenon (hoja, tallo y la combinacion de estos) obtenidos mediante extraccién 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 fendlicos.

En cuanto al contenido de fitoesteroles, en los subproductos de brécoli se identificaron y
cuantificaron tres de estos compuestos: campesterol, B-sitosterol y fucosterol. El fitoesterol
mayoritario en todas las proporciones fue el B-sitosterol, que llegd a representar alrededor del
65 % de los fitoesteroles totales encontrados, con valores que oscilaron entre 10,04 + 2,51y
16,45 + 3,62 mg g ! extracto. Tras este, el campesterol se encontré con valores entre los 3,11 +

0,37y 5,91 + 0,71 mg g extracto, que representd alrededor de un 20 % del total. Por Gltimo, el

76



Capitulo |

fucosterol presentd los valores mas significativos en la muestra de tallo, donde se encontré el
valor mas alto de este fitoesterol (11,88 + 1,54 mg g extracto). En la mezcla hoja/tallo 3:1,
seleccionada como o6ptima para el proceso de extraccion de compuestos bioactivos, la
cuantificacion de los fitoesteroles dio como resultado valores de 4,19 + 0,21, 16,45 + 3,62y 4,39
+ 0,48 mg g extracto para el campesterol, B-sitosterol y fucosterol, respectivamente. Ademas,
se determind también el contenido en a-tocoferol de estas mezclas de hoja y tallo, que arrojé
resultados que variaron entre los 7,21 + 0,22 mg g* extracto en la muestra de hojay los 11,87 +

0,36 mg g* extracto en el caso de la fraccién hoja/tallo 1:1.

Existen numerosos factores importantes que pueden afectar a la eficiencia de la EC ya que
ademas de la composicion del solvente, el tiempo de extraccion y la proporcidon de las materias
primas, otros factores como el tamafio de las particulas, la formay porosidad de la propia matriz
y la proporcion sélido/solvente pueden influir significativamente en el proceso de extraccién
(Spigno et al., 2007; Sultana et al., 2009; Strati & Oreopoulou, 2014). Asi, el ligero, aunque
significativo aumento de los compuestos bioactivos totales en la mezcla hoja/tallo 3:1 podria
deberse a que no se tuvo en cuenta el tamafo de particula del material vegetal al realizar la
extraccién, ya que contenia diferentes tamafios de particula, especialmente en los tallos. La
importancia de obtener una granulometria 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 extraccién. En ese sentido, Sun et al. (2011) evaluaron el efecto del tamafio de
particula en el proceso de extraccion de trans-B-caroteno en cdscaras de citricos. Sus resultados
mostraron que el RE aumentaba a medida que se reducia el tamafio de particula 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 extraccion. 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 extraccién y por ende reduciendo
su rendimiento, lo que podria 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 significé una disminucion en la
recuperacion de los compuestos bioactivos totales, hecho que se observa en los resultados de
la Figura 21. Teniendo esto en cuenta, cabria esperar que la fraccion con mas compuestos
bioactivos fuera la fraccidon de hoja, sin embargo, fue interesante comprobar que los mejores
resultados en la extraccion de los compuestos de interés se obtuvieron en combinacion

hoja/tallo 3:1. Este comportamiento podria explicarse puesto que la pequefia proporcién de
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tallo en combinacién con la hoja podria mejorar el aislamiento de los compuestos fitoquimicos
y actuar como un dispersante lo que supuso una mejora de la accesibilidad del solvente a los

tejidos de la hoja.

Por otro lado, ademas de estos compuestos de naturaleza lipofilica, también se llevd a cabo la
extraccién y cuantificacion de los glucosinolatos (Tabla 5). Como se puede observar en la tabla,
el contenido total de glucosinolatos resultd ser mayor en la fraccion de tallo (587,89 + 35,66 ug
g? extracto), disminuyendo la cantidad de estos compuestos conforme disminuia la proporcién

de tallo en las muestras.

Tabla 5. Glucosinolatos (ug g extracto) obtenidos de los subproductos de brécoli (hoja, tallo y la
combinacién de estos) cultivar Parthenon obtenidos mediante extraccidn 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).

Hoja Tallo Hoja/Tallo 1:1 Hoja/Tallo 3:1  Hoja/Tallo 1:3
Glucoiberina 11,94 £0,56 24,33 +1,39 16,48 £ 1,02 14,87 £0,21 15,56 £0,9
Glucorafanina 133,44 +8,67  472,04+22,66  274,63+22,52 206,17 +4,95 359,44 + 24,8
Glucoalisina 2,66 £0,19 4,35 + 0,25 3,31+0,14 2,37+0,16 4,93 +0,47
Gluconasturtiina 2,88 +0,14 25,4+1,3 9,98 + 0,63 523+0,13 16,84 + 1,35
4-metoxi-glucobrasicina 10491175 0,62 £ 0,04 49,55 +2,23 66,57+1,66  2504+1,58
Neoglucobrasicina 102,82 +4,32 54,41 +0,82 64,66 + 2,97 73,45+198  56,01+1,96
Glucobrasicina 28,12+1,07 6,75+0,26 17,63 +0,79 2044+0,84  11,76+0,71

TOTAL

386,06 +11,65% 587,89+35,66% 436,25+£19,98> 389,1+14,98° 489,58+26,7°

En cuanto al contenido individual de los glucosinolatos identificados en los subproductos, en el
brdcoli, el glucosinolato mas abundante es la glucorafanina, que generalmente representa sobre
el 50 % del total de glucosinolatos (Jeffery et al., 2003). Esto se confirmé en los subproductos,
en donde la glucorafanina, precursor del isotiocianato SFN, se encontré también de manera
mayoritaria, llegando a representar el 80 % de los glucosinolatos totales en el caso de la fraccion
de tallo. En segundo lugar, encontramos la neoglucobrasicina, cuyo valor mas alto (102,82 + 4,32
ug g! extracto) se determind en la fraccion de hoja, siendo en esta misma fracciéon los
glucosinolatos obtenidos en menor cantidad la glucoalisina y la gluconasturtina (2,66 + 0,19 y
2,88 + 0,14 pg gt extracto, respectivamente), mientras que en la fraccién de tallo fueron la
glucoalisina y la 4-metoxiglucobrasicina los glucosinolatos obtenidos en menor cantidad (4,35 +
0,25y 0,62 + 0,04 ug g extracto, respectivamente). Centrandonos en la fraccion hoja/tallo 3:1,
los glucosinolatos mds abundantes fueron la glucorafanina y la neoglucobrasicina (206,17 + 4,95
y 73,45 + 1,98 pg g extracto, respectivamente) y los encontrados en menor cantidad la

glucoalisina y la gluconasturtina (2,37 + 0,16 y 5,23 + 0,13 pg g extracto, respectivamente).
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Ademas, cabe destacar que, el contenido total de glucosinolatos obtenidos en la fraccién
hoja/tallo 3:1 se obtuvo en mucha menor proporcidn que el resto de los compuestos bioactivos

analizados representando apenas el 0,10 % del total de compuestos extraidos.

Son diferentes los factores que pueden afectar a la activacién de diferentes rutas de sintesis de
los glucosinolatos, como el genotipo, el estado de maduracion de la planta, las condiciones
edafoclimaticas, el procesado de la planta o los érganos de la planta en los que se determinen
estos compuestos (Brown et al., 2002). Asi, 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 distribucion de
estos compuestos entre hoja y tallo, siendo los glucosinolatos resultantes de la ruta inddlica (4-
metoxiglucobrasicina, neoglucobrasicina y glucobrasicina) los mas acumulados en las hojas de
brécoli PT y los obtenidos de las rutas alifaticas y aromaticas (glucoiberina, glucorafanina,
glucoalisina y gluconasturtina), los acumulados en mayor cantidad en el tallo. Este tipo de
diferencias en los patrones de acumulacién de glucosinolatos entre diferentes érganos en
brécoli también ha sido descrito por otros autores. Asi, estudios realizados por Lee et al. (2017)
mostraron que variedades de brécoli como la VI-158 exhibié perfiles distintivos de
glucosinolatos en tejidos de hojas y raices, donde los tejidos de las hojas contenian niveles mas

altos de glucobrasicina y los tejidos de las raices contenian niveles mas altos de gluconasturtina.

Los resultados obtenidos de la actividad antioxidante de las diferentes fracciones de EC-PT se

muestran en la Figura 22.
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Figura 22. TEAC, (mg Trolox g1 extracto) obtenida de los subproductos de brécoli cultivar Parthenon (hoja,
tallo y la combinacién de estos) obtenidos mediante extraccién 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 varié entre las
diferentes fracciones, siendo las mds 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 extracto, respectivamente) que
resultaron significativamente menores que la encontrada en la fraccién hoja/tallo 3:1 (625,58 +

24,49 mg Trolox g* extracto).

Una vez seleccionada aquella fraccion de subproductos que dio lugar a un mayor contenido en
compuestos bioactivos en brécoli PT y que, ademas, se correlaciond con una mayor capacidad
antioxidante (fraccion hoja/tallo 3:1), se llevé a cabo el mismo procedimiento de extraccién y
cuantificacion de los compuestos bioactivos para la misma fraccién de subproductos en brécoli
NX. Como se observa en la Tabla 6, el contenido total de compuestos bioactivos en el extracto
procedente de brécoli NX (149,55 + 7,48 mg g extracto) resultd ser del orden de 2,62 veces
menor que el contenido total obtenido en brécoli PT (392,61 + 10,51 mg g extracto). Sin
embargo, si atendemos al rendimiento del proceso de extraccion de compuestos, estos
resultaron ser similares, dando lugar a unos rendimientos del 2,57 y 3,43 % en brécoli PT y NX,
respectivamente. Ademas, de los compuestos analizados, el compuesto mayoritario en ambos
extractos fue el B-caroteno, que representé el 64,54y 51,55 % del total de compuestos extraidos
en brécoli PT y NX, respectivamente. En cuanto al resto de compuestos, las proporciones se
mantuvieron tanto en clorofilas como compuestos fendlicos, pero el contenido de a-tocoferol y
fitoesteroles fue del orden de 2,41 y 2,12 veces mayor, respectivamente, en brdcoli NX con
respecto a PT. De los fitoesteroles identificados, el B-sitosterol fue el mayoritario (14,28 + 1,71
mg g extracto), seguido del campesterol (3,15 + 1,01 mg g* extracto) y finalmente, el fucosterol

(2,85 + 0,68 mg g* extracto), al igual que ocurria en el cultivar PT.

Tabla 6. Contenido en compuestos bioactivos individuales y compuestos bioactivos totales (expresados
como mg g extracto) en los extractos procedentes de la extraccién convencional en la fraccién hoja/tallo
3:1, en brécoli Parthenon (EC-PT) y Naxos (EC-NX). Los datos entre paréntesis indican el porcentaje (%)
gue 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 extraccion.

Compuestos Compuestos
Fitoesteroles a-Tocoferol Clorofilas B-Caroteno p . Glucosinolatos bioactivos RE (%)
fendlicos
totales
25,04+0,7 9,45+0,59 30,03+0,89 253,4+7,3 74,31+1,02 0,39+0,01
EC-PT 392,61+10,51 2,57
(6,38) (2,41) (7,65) (64,54) (18,93) (0,10)
20,29+1,01 8,70+0,64 14,50+ 0,50 77,10+9,94 19,96+ 4,89 9,01+0,45
EC-NX 149,55+7,48 3,43
(13,56) (5,81) (9,70) (51,55) (13,34) (6,03)

Por otro lado, destacé el incremento significativo (p < 0,01) en el contenido en glucosinolatos en

brécoli NX (Tabla 7), cuyo porcentaje representd el 6,03 % (9,01 + 0,45 mg g* extracto) de los
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compuestos bioactivos totales, frente al 0,10 % (0,39 + 0,01 mg g* extracto) encontrado en el

extracto enriquecido en compuestos bioactivos del cultivar PT.

Tabla 7. Glucosinolatos (ug g? extracto) obtenidos de los subproductos de brécoli (hoja y tallo en
proporcién 3:1) de los cultivares Naxos y Parthenon obtenidos mediante extraccion convencional. Los
valores corresponden a la media * DE de tres réplicas.

Glucosinolatos Naxos Parthenon
Alifaticos 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.
Indédlicos 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
Aromaticos 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

En el caso de los glucosinolatos identificados, comprobamos que, a excepcion de la glucoiberina,
que fue ligeramente superior en el cultivar PT (14,87 + 0,21 pug g* extracto) frente al cultivar NX
(8,25 + 1,27 pg g*' extracto), el resto de glucosinolatos identificados mostraron valores
remarcablemente mayores en el cultivar NX, obteniéndose ademas una mayor variabilidad en
el nimero 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, resulté especialmente interesante, en comparacion con el cultivar PT, ala hora

de obtener de estos compuestos bioactivos tan caracteristicos de las brasicas.

Finalmente, se comparé la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos mediante EC en |a
fraccion hoja/ tallo 3:1 de los cultivares PT y NX mediante el método del ABTS (Tabla 8) dando
lugar a valores de 625,58 + 24,49y 257,55 + 1,42 mg Trolox g}, respectivamente. Esta actividad
antioxidante menor se puede relacionar con la cantidad total de compuestos bioactivos, que

también es bastante mas pequefia en NX.

81



Capitulo |

Tabla 8. Capacidad antioxidante de los extractos (expresada en términos de equivalentes de Trolox (mg
Trolox g) y compuestos bioactivos totales (mg g* extracto) obtenidos de los subproductos de brécoli
Parthenon y Naxos (hoja/tallo 3:1) obtenidos mediante extraccion convencional. Los valores
corresponden a la media £ DE de tres réplicas.

TEAC Compuestos bioactivos totales
Parthenon 625,58 + 24,49 392,61 +10,51
Naxos 257,55+ 1,42 149,55 + 7,48

3.2 Extraccion y cuantificacion de los compuestos bioactivos hidrosolubles sin el uso
de disolventes organicos

Actualmente, se estan investigando nuevas tecnologias y métodos de extraccion de productos
naturales bioactivos que promuevan su calidad y cantidad y se minimicen los problemas
ambientales. En este sentido, la extraccién de compuestos hidrosolubles sin el uso de
disolventes organicos, a partir de los subproductos que se generan en la industria del procesado
de brdcoli en fresco, constituye una alternativa a los procesos de extraccién convencionales. Por
ello, los subproductos de brécoli PT y NX se sometieron a un proceso de extraccidon acuosa con
el fin de obtener un extracto enriquecido en compuestos hidrosolubles. Las condiciones y el
rendimiento del proceso de obtencidn del extracto seco para cada variedad se describen en la
Tabla 9. Como puede observarse, una vez realizado el proceso de extraccion sin el uso de
disolventes organicos y tras la concentracidn 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 brécoli NX (obtenido a partir de 45 Kg de
subproducto). Finalmente, el extracto concentrado se atomizd, dando lugar a 212 gy 621 g de
extracto seco de brdcoli PT y NX con un rendimiento de la extraccion del 1,17 y 1,38 %,

respectivamente.

Tabla 9. Parametros del proceso para la obtencidn de extracto acuoso de los subproductos de brécoli
Parthenon y Naxos tras la extraccién sin el uso de disolventes organicos.

Parametros Parthenon Naxos
Peso de subproducto (kg) 18 45
Liquido sin concentrar (kg) 69 170
Peso concentrado (kg) 7,52 12
Peso atomizado (g) 212 621
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3.2.1  Cuantificacion del contenido de compuestos bioactivos en los extractos obtenidos de
la extraccion sin el uso de disolventes orgdnicos

Una vez obtenido el extracto enriquecido en compuestos hidrosolubles, tras la extraccién sin el
uso de disolventes orgdnicos de los subproductos de brécoli PT y NX, se llevd a cabo la
determinacién del contenido en compuestos bioactivos. Como era de esperar, dada la finalidad
de la extraccién, los compuestos mayoritarios presentes en los extractos fueron los compuestos
fendlicos. Asi, el mayor contenido de fenoles se encontré en el extracto procedente de brocoli
del cultivar PT (17.630,47 + 539,34 ug GAE g* extracto) siendo éstos del orden de 4 veces
superior al contenido en brécoli NX (4.503,80 + 101,33 pug GAE g* extracto). En cuanto al
contenido en B-caroteno, los valores obtenidos en ambos cultivares fueron similares, aunque
algo mayores en NX (193,66 + 9,68 ug g extracto y 216,39 + 7,93 ug g* extracto, en PT y NX,
respectivamente). Lo contrario ocurrid con respecto a las clorofilas, cuyos valores fueron algo
maés altos en PT (47,58 + 2,85 ug g™* extracto) que en NX (40,73 + 2,18 ug g extracto), aunque

los contenidos fueron del mismo orden de magnitud.

Ademds de estos compuestos mayoritarios, también se cuantificaron otros compuestos
bioactivos como fitoesteroles y a-tocoferol, que se detectaron en menor proporcion. En el caso
de los fitoesteroles, el compuesto mayoritario fue el B-sitosterol, presente tanto en los extractos
de brécoli PT como de NX, cuyos valores fueron 32.,3 + 2,26 y 31,46 * 3,78 ug g* extracto,
respectivamente, mientras que el campesterol solo fue identificado en el cultivar NX (8,28 + 0,66
ug g* extracto). También se identifico en los extractos de brécoli NX pequefias cantidades de a-
tocoferol (17,73 + 1,42 pg g™ extracto). Los resultados obtenidos en la cuantificacién de estos
compuestos resultaron ser bajos debido a la naturaleza apolar de estos compuestos bioactivos
(Sabater-Jara & Pedrefio, 2013) y a que el procedimiento de extraccidon no implicaba el uso de

disolventes organicos, lo que dificulto enormemente su extraccion.

Por otra parte, los glucosinolatos encontrados en los extractos hidrosolubles de los
subproductos de brécoli PT y NX, se muestran en la Tabla 10. Los resultados obtenidos
mostraron que la mayor concentracién en glucosinolatos totales se obtuvo en el extracto de
brécoli PT (138,82 + 7,73 ug g extracto) siendo el contenido en glucosinolatos en el cultivar NX
en torno a 4,5 veces inferior (31,17 + 0,73 pg glextracto). En cuanto a los glucosinolatos
identificados solo se identificd la neoglucobrasicina en ambos cultivares, representando el 62 y
el 55 % del total de glucosinolatos identificados en brdécoli PT y NX, respectivamente. Ademas
de este, también se identifico la glucobrasicina en brécoli PT (52,69 + 2,21 ug g extracto) y la

glucorafanina, Unico glucosinolato alifatico, en brécoli NX (14,03 + 0,49 pg g? extracto). En
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general, el escaso contenido en glucosinolatos de estos extractos podria deberse a la falta de un
disolvente organico en el proceso de extraccién, que mejoraria la recuperacion de estos
compuestos (Deng etal., 2015). Este hecho resultaria en una falta de afinidad de los
glucosinolatos presentes en los subproductos del brécoli por el agua usada en la extraccién, lo

gue se traduce en unos rendimientos de obtencidn de estos compuestos muy bajos.

Tabla 10. Contenido en compuestos bioactivos (ug g extracto) en el extracto procedente de la extraccion
sin el uso de disolventes organicos de los subproductos de brdcoli Parthenon y Naxos (hoja/tallo 3:1). Los
valores corresponden a la media + DE de tres réplicas. n.d: no detectado.

Parthenon Naxos
Compuestos fendlicos 17.630,47+539,34 4,503,380+ 101,33
Clorofilas 47,58+ 2,85 40,73+ 2,18
B-Caroteno 193,66 +9,68 216,39+7,93
a-Tocoferol n.d. 17,73+1,42
Fitoesteroles 32.,33+2,26 39,74+5,28
B-Sitosterol 32.,334+2,26 31,46+3,78
Campesterol n.d. 8,28+ 0,66
Glucosinolatos 138,82+7,73 31,17+0,73
Glucobrasicina 52,69+2,21 n.d.
Neoglucobrasicina 86,14+ 7,24 17,14+ 0,70
Glucorafanina n.d. 14,03+ 0,49
Total (ug g?* extracto) 18.042,86+ 561,87 5.052,01+ 118,03

Por otro lado, dada la naturaleza hidrosoluble de los extractos obtenidos, se procedid a
determinar la composicidn nutricional de estos (Tabla 11). Como se observa en la Tabla 11, la
composicion nutricional de los extractos obtenidos a partir de los subproductos de brécoli PTy
NX fue muy similar. Sin embargo, se observé un elevado contenido en vitamina C que, ademas
de los beneficios para la salud que supone la ingesta diaria de esta vitamina, es un apreciado
ingrediente por su poder antioxidante en la elaboracidn y conservacidn de alimentos (Varvara

et al., 2016).

Asi, el brécoli PT mostré los valores més elevados de vitamina C (2.946 ug g) 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 fendlicos de los extractos, se
correlaciond con una elevada actividad antioxidante, expresada como equivalentes de Trolox en
brécoli PT (151,96 + 12,68 mg Trolox g* extracto) frente alos 63,11 + 0,10 mg Trolox g extracto,
en brécoli NX cuyo contenido en vitamina C y compuestos fenolicos fue significativamnete
menor. Finalmente, en cuanto al rendimiento de esta extraccidn acuosa, los valores obtenidos
resultaron ser muy bajos (1,18 % en el caso de PT y del 1,38 % para NX) en comparacion 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 mas dirigido y especifico para una
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mayor cantidad de de compuestos bioactivos de los que se obtienen mediante la extraccién

acuosa.

Tabla 11. Composicion nutricional de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos hidrosolubles
obtenidos a partir de los subproductos de brécoli Parthenon y Naxos.

Composicion (g 100g?) Parthenon Naxos
Acidos grasos saturados <0,1 <0,1
Azucares totales 38,2 38,4
Fibra alimentaria 8,9 8,2
Cenizas totales 25,0 22,7
Cloruro sédico 7,49 0,96
Grasa 0,6 0,4
Hidratos de carbono 62,1 58,7
Humedad 1,0 6,7
Proteinas 11,3 11,5
Vitamina C(pg g?) 2.946 1.917
Valor energético (kcal/kj) 281/1190 268/1134

Capacidad antioxidante (mg Trolox g'extracto) 151,96+ 12,68 63,11+ 0,10

3.3 Cuantificaciéon de los compuestos obtenidos por extraccion mediante fluidos
supercriticos

3.3.1 Establecimiento de las condiciones para SFE

Para el establecimiento de las condiciones dptimas para la extraccion mediante SFE, se
desarrollé un disefio 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 optimizacion, se considero el
B-caroteno como el compuesto bioactivo mds representativo de los subproductos, por lo que la
optimizacidn del proceso se llevé 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
recuperacion de los compuestos bioactivos, en este caso: temperatura, presion, porcentaje de
co-solvente (etanol), flujo o caudal y tiempo. El efecto de estos factores en la SFE para la
extraccién de B-caroteno se evalud de acuerdo con un disefio central compuesto (CCD) 2° con
dos puntos centrales y tres niveles (-1, 0y 1) para cada variable independiente: (a) temperatura,
40, 60 y 80 °C; (b) presion, 150, 300 y 450 bares; (c) porcentaje de co-solvente, 7, 18,5y 32 %;
(d) caudal, 28, 30 y 32 g min}; 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.
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Tabla 12. Valores de los factores independientes usados para el disefio compuesto central y los valores
de respuesta. Los datos se expresan como la media + DE de dos réplicas.

o Temperatura  Presion Etanol Flujo Tiempo Respuesta
Condicidn (°0) (bar) (%) (g min-1) (min) (mf B-caroteno
g ! extracto)
SFE-1 40 450 30 28 80 45,17+1,23
SFE-2 60 150 18,5 30 60 48,53+ 0,55
SFE-3 40 450 7 32 80 96,34+ 3,26
SFE-4 60 300 18,5 30 40 41,22 + 3,32
SFE-5 60 300 18,5 30 60 50,04 + 3,45
SFE-6 60 300 18,5 30 80 75,08+ 4,17
SFE-7 60 300 7 30 60 34,94+0,19
SFE-8 40 450 30 32 40 66,51+ 3,18
SFE-9 80 150 7 32 80 57,67+1,48
SFE-10 40 150 30 28 40 11,51+ 1,1
SFE-11 80 450 30 28 40 40,72+ 0,63
SFE-12 60 300 18,5 28 60 29,42+ 2,08
SFE-13 40 450 7 28 40 28,76+ 0,27
SFE-14 40 150 30 32 80 53,55+ 2,44
SFE-15 80 150 30 32 40 50,16+ 0,38
SFE-16 80 450 30 32 80 28,41+0,99
SFE-17 40 150 7 32 40 25,83+0,58
SFE-18 80 450 7 32 40 38,88+ 1,64
SFE-19 60 300 30 30 60 45,19+ 0,6
SFE-20 80 150 30 28 80 30,95+ 0,08
SFE-21 80 450 7 28 80 24,81+0,77
SFE-22 40 300 18,5 30 60 65,54+1,31
SFE-23 40 150 7 28 80 49,52+1,4
SFE-24 80 300 18,5 30 60 31,26+2
SFE-25 60 300 18,5 32 60 30,52+2,44
SFE-26 60 300 18,5 30 60 46,76+ 1,56

3.3.2  Optimizacion del proceso de SFE

Para el procesamiento de los resultados obtenidos de las diferentes muestras de SFE se utilizd
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 pardmetros usados para el ajuste del modelo CCD 2° propuesto,

asi como la significacién estadistica de los efectos de las variables independientes. Para que la
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interpretacion del modelo sea mas simple, solamente se han incluido los efectos individuales y
los efectos cuadraticos y de interaccién entre variables con impacto significativo. Como se
observa en la Tabla 13, el modelo presenté un grado de correlacion alto (R =0,935) y la varianza
dentro de los datos fue explicada por el resultado, ya que este valor evalla 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 confirmé la calidad de ajuste del modelo. Asi, el modelo
propuesto proporciond una buena aproximacién a las condiciones experimentales (Figura 23),

lo que se confirmd en los resultados obtenidos por el andlisis de varianza ANOVA (Tabla 13).

Tabla 13. Andlisis de varianza (ANOVA) y pardmetros de ajuste del modelo CCD 2° propuesto.
*Coeficientes significativos (p < 0,05 o p < 0,10). SS = suma de cuadrados; Df = grados de libertad; MS =
media cuadrada; R? = Coeficiente de correlacidn cuadratica.

Y = Contenido en B-caroteno

Fuente

SS Df MS F-Ratio p-Value
X,: Temperatura 1064,38 1 1064,38 197,87 0,0452*
X,: Presion 490,67 1 490,67 91,22 0,0664
X,: Etanol 20,8 1 20,8 3,87 0,2995
X,: Flujo 1870,99 1 1870,99 347,82 0,0341*
X;: Tiempo 1346,36 1 1346,36 250,29 0,0402*
X; X, 1282,13 1 1282,13 238,35 0,0412*
X, X, 604,38 1 604,38 112,35 0,0479*
Falta de ajuste 3262,24 4 191,9 35,67 0,1296
Pure error 5,38 1 5,38
Total (corr.) 8172,58 25
R? 0,935
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Figura 23. Grafico en 3D de superficie de respuesta pronosticado de los efectos de la temperatura y la
presion sobre el contenido en B-caroteno.
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Una vez que el modelo se verific6 como valido, su optimizacién permitié aumentar hasta el
maximo la respuesta evaluada, es decir, el contenido en B-caroteno. Para llevar a cabo la
optimizacidn se analizaron los valores de p (p-value) de los efectos lineales, cuadraticos y de
interaccion entre las variables independientes. Tanto la temperatura, como el flujo y el tiempo
de extraccion 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 presién no mostrd un nivel de
significacién superior al 90%, siendo su valor de p de 0,0664. Los parametros con resultados
estadisticamente significativos (temperatura, flujo y tiempo de extraccion) demostraron tener
un efecto individual sobre la cantidad de B-caroteno. Curiosamente, aunque el porcentaje de
etanol usado en la extraccidon por si solo no demostré afectar significativamente al valor de Ia
variable respuesta (B-caroteno), cuando se estudié su efecto en conjunto con el tiempo de
extraccién si que resultd en un impacto significativo en el contenido de B-caroteno. El efecto
cuadratico del flujo también fue significativo (valor p = 0,0479). Finalmente, tras el analisis del
modelo CCD 2°, se utilizé6 un modelo polinomial cuadrético (Ecuacién 1) para llevar a cabo los

ajustes de los datos experimentales:

k k k k
Y=a0+ ZaiXi+zaiiXi2+ZZO{ij Xl)(}
i=1 i=1 i=1j=i+1
(1)
En donde:

Y: contenido de B-caroteno; ap: coeficiente constante, que fijo la respuesta en el punto central
del disefo; a; aii y ay: coeficientes de regresidon de los efectos lineales, cuadratico y de
interaccion, respectivamente; X; y X;: valores de las variables independientes. Tras el ajuste de
los datos experimentales para obtener un modelo reducido y mantener solo los pardmetros

significativos en el modelo cuadrdtico, la ecuacidon modelo final fue la siguiente (Ecuacion 2):

Y = —2478,19 — 0,407818X, + 0,0376639X, + 2,55145X5 + 159,064X, + 1,20856X 5
— 0,0408957X3Xs — 2,56244X,X,

(2)

De este modo, usando esta ecuacion para explicar el modelo, se propusieron las condiciones
Optimas para la maxima recuperacién de B-caroteno. Los valores éptimos predichos por el

modelo se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Valores de los pardmetros éptimos de la extracciéon mediante fluidos supercriticos.

Temperatura Presion Tiempo Flujo Etanol
(°C) (bar) (min) (g min?) (%)
Optimo 40 443 68 31 7

Una vez determinadas las condiciones éptimas propuestas por el modelo, estas se aplicaron en
la recuperacion de B-caroteno para confirmar los resultados tedricos. Asi, bajo estas condiciones
Optimas de extracciéon (Tabla 14), el contenido en B-caroteno del extracto SFE fue de 84,11 +
1,51 mg B-caroteno g* extracto. Con respecto a la temperatura, Baysal et al. (2000) llevaron a
cabo un estudio sobre como afectaba la temperatura y como optimizar este pardmetro en la
extracciéon 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
extraccién mas altos pero que, por el riesgo de que los carotenoides pudieran degradarse a esas
temperaturas, se recomendaba el uso de otras mas bajas. Por otra parte, Alzate et al. (2013)
propusieron la reduccidn de la temperatura, por debajo de los 40 °C, para evitar, precisamente,
esta degradacion por la temperatura, lo que concordd con nuestros resultados (Tabla 14). Con
respecto a la presidn, el rango usado en este estudio para los subproductos de brdcoli se
encuentra en los mismos valores que los descritos por Vega et al. (1996) para la extraccién de
carotenoides a partir de zanahorias. Segun sus resultados, la aplicacidn de presiones alrededor
de los 400 bares, a 40 °Cy usando un 5 % de etanol como cosolvente, incrementd el rendimiento

en la extraccién de B-caroteno.

Por estos motivos podemos afirmar que los pardmetros obtenidos para la SFE basados en la RSM
se encuentran dentro de los rangos éptimos que otros autores han determinado para la
extraccién de B-caroteno. Es mds, al comparar el valor predicho por nuestro modelo para el B-
caroteno en base a la ecuacién obtenida (Ecuacidn 2), con los valores experimentales al aplicar
las condiciones éptimas (Tabla 15), se observé que a excepcion de la muestra SFE-10, la varianza
de los datos fue aceptable, encontrandose todos en el rango de CV (%) de 0,4 a 20. De hecho, el
coeficiente de varianza entre los datos tedricos y los obtenidos experimentalmente fue muy baja
(CV=0,4 %), lo cual indica una buena reproducibilidad del sistema investigado (Liyana-Pathirana

& Shahidi, 2005).
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Tabla 15. Comparacién entre los resultados experimentales y los predichos por el modelo generado para
la cantidad de B-caroteno (mg g?! extracto) de la extraccidon mediante fluidos supercriticos. CV =
coeficiente de varianza.

B-caroteno (mg g extracto)

Nombre Tedrico  Experimental CV (%) Nombre Tedrico  Experimental CV (%)
SFE-1 43 45,17+ 1,23 1,8 SFE-14 53 53,55+ 2,44 0,4
SFE-2 44 48,53+ 0,55 3,7 SFE-15 38 50,16+ 0,38 10
SFE-3 a1 96,34 £ 3,26 6,2 SFE-16 48 28,41+0,99 18
SFE-4 40 41,22 +3,32 0,8 SFE-17 33 25,83+0,58 8
SFE-5 94 50,04 + 3,45 0,5 SFE-18 28 38,88+ 1,64 12
SFE-6 58 75,08 +£4,17 8,8 SFE-19 50 45,19+ 0,6 4
SFE-7 48 34,94+0,19 11 SFE-20 16 30,95+0,08 20
SFE-8 65 66,51+ 3,18 0,6 SFE-21 43 24,81+0,77 19
SFE-9 53,4 57,67+1,48 1,5 SFE-22 57 65,54+ 1,31 4,7
SFE-10 32,3 11,51+1,1 33 SFE-23 48 49,52+ 1,4 1
SFE-11 28 40,72+ 0,63 13 SFE-24 41 31,26+ 2 10
SFE-12 28,4 29,42 +2,08 1,2 SFE-25 49 30,52+2,44 7
SFE-13 23 28,76 £ 0,27 8,5 SFE-26 49 46,76 £ 1,56 1,8

Condiciones optimas 83,12 84,11 0,4

3.3.2.1 Cuantificacion de los compuestos bioactivos en las condiciones éptimas de SFE

Una vez determinadas las condiciones oOptimas para la extraccion de B-caroteno en los
subproductos de brdcoli PT (fraccion hoja/tallo, 3:1), se realizd la SFE de los compuestos
bioactivos en los subproductos de brécoli PT y NX en esas condiciones éptimas, y ademas de -
caroteno se identificaron otros compuestos bioactivos en los extractos mediante HPLC-DAD

(Figura 24) y GC-MS (Figura 25).
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Figura 24. Perfil cromatografico de los compuestos bioactivos adquirido a 454 nm (por HPLC-DAD)
obtenidos mediante la extraccién con fluidos supercriticos (SFE) y la extraccion convencional (EC) de
subproductos de brécoli de la variedad Parthenon (PT) y Naxos (NX). 1: Luteina; 2: B-caroteno
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Area (%)
Pico  RT Compuesto SFE-PT  SFE-NX EC-PT EC-NX
n2 {min)
1 13,24 Acido n-hexadecanoico 3,49 2,43 2,41 0,94
2 14,72 Fitol 0,93 1,03 099 541
Acido (97,127,157) -
3 14,96 ! ' 4,08 3,17 5,16 5,12
! Octadeca-9,12,15-trienoico* ! ! ! !
4 16,89 (Z)-9-Octadecenamida 0,53 0,74 n.d. n.d.
5 20,83 Nonacosano 15,88 11,42 5,34 7,58
6 22,52 dl-a-tocoferol* 5,66 5,27 1,85 3,95
7 23,29 Campesterol* 3,17 4,97 6,05 4,45
8 239 B-sitosterol* 13,64 18,49 22,75 13,85

Figura 25. (A) Total lon Chromatogram (TIC) de los extractos optimizados de la extraccion mediante fluidos
supercriticos (SFE) y la extraccidon convencional (EC) de los subproductos de brdcoli Parthenon (PT) y Naxos
(NX). (B) Compuestos identificados en los extractos obtenidos de los subproductos de brécoli mediante
GC-MS. * Indica los compuestos cuantificados; RT: tiempo de retencién; 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). Ademas, se encontraron diferencias en la
proporcién de dichos compuestos dependiendo del cultivar. De esta forma, se observd que la
cantidad de B-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?! extracto), compuestos bioactivos totales y
rendimiento de la extraccion (RE) obtenidos en la extraccion convencional de los cultivares Parthenon
(EC-PT) y Naxos (EC-NX) y las extracciones optimizadas mediante fluidos supercriticos 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.

Compuestos Compuestos
Fitoesteroles a-Tocoferol  Clorofilas B-Caroteno p ) bioactivos TEAC RE(%)
fendlicos
totales
25,04+0,7 9,45+0,59 30,03+0,89 253,4+7,3 74,31+1,02
EC-PT 392,22+10,51 625,58+24,49 2,57
(6,38) (2,41) (7,66) (64,61) (18,94)
20,29+1,01 8,70+0,64 14,550+0,50 77,10£95,94 19,96+4,89
EC-NX 140,53 +7,48 257,55+1,42 3,43
(14,43) (6,19) (10,32) (54,86) (14,20)
19,71+2,39 5,694+0,13 32,64+1,72 84,11+1,51 19,51+ 0,6
SFE-PT 161,66+6,35 262,68+33,09 2,61
(12,19) (3,52) (20,19) (52,03) (12,07)
12,68+1,43 5,67+0,19 40,89+2,19 148,93+8,56 29,21+ 5,04
SFE-NX 237,38+£17,42 338,69+31,95 2,73

(5,34) (2,39) (17,22) (62,74) (12,31)

En el caso de los fitoesteroles, la proporcion encontrada en SFE-PT fue 2,28 veces mayor que la
obtenida en SFE-NX. Este aumento también se encontré 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 analisis mediante HPLC-DAD revelé también la presencia de
la xantofila luteina que, junto con el B-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 + 0,33y 2,66 + 0,26 mg g extracto) y B-sitosterol (15,77 + 0,90y 10,85 + 0,80
mg g* extracto) asi como el a-tocoferol (5,69 + 0,50 y 5,67 + 0,43 mg g* extracto) tanto en el
extracto SFE-PT como en SFE-NX, respectivamente. También se detectaron otros compuestos
minoritarios como el fitol y acidos grasos como el acido linoleico (4,14 £+ 0,19y 1,55+ 0,09 mg g
! extracto) y el acido linolénico (32,42 + 3,18 y 19,54 + 1,19 mg g extracto) para SFE-PT y SFE-

NX, respectivamente.

Llegados aqui, debemos senalar que la cantidad de compuestos bioactivos totales del brécoli PT
obtenidos por SFE fue menor (161,66 + 6,35 mg g extracto) que la que se obtuvo mediante EC
(392,22 + 10,51 mg g* extracto). Sin embargo, en cuanto al rendimiento de las extracciones, se
obtuvieron resultados similares, obteniéndose valores de 2,61y 2,57%, para SFE y EC de brdcoli
PT, respectivamente (Tabla 16). Resultados similares se obtuvieron en brécoli NX, en el cual el
rendimiento de la SFE (SFE-NX) fue similar al obtenido en la EC (EC-NX), alcanzando valores de

2,73y 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 mas inconvenientes que la SFE.
Entre estos inconvenientes podemos destacar el uso de disolventes no respetuosos con el medio
ambiente, la mayor cantidad de pasos (maceracion, centrifugacidn y evaporacion), asi como la
eliminacidn incompleta de disolventes, tiempos de extraccién mas largos y un alto consumo de
disolvente, lo que hace del proceso SFE una mejor opcién para la obtencion de compuestos
bioactivos a partir de los subproductos de brdcoli. De este modo, para la obtenciéon de
compuestos de interés mediante SFE solamente necesitariamos un paso, utilizariamos una
menor cantidad de disolventes, que ademds son mas respetuosos con el medio ambiente y que
acabarian elimindndose casi por completo en el paso de despresurizacion. Ademds, como ya
demostraron Arnaiz et al. (2011, 2012), los extractos de los subproductos de brdcoli obtenidos
por SFE contenian un mayor porcentaje de acidos grasos insaturados (sobre todo de los
poliinsaturados 18:3) y de algunos aminodcidos (prolina y glutamina) en comparacién con las

extracciones Soxhlet y la convencional, respectivamente.

3.3.2.2 Determinacioén de la actividad antioxidante

Al igual que con las diferentes extracciones anteriores, tras la cuantificacién de los compuestos
bioactivos de los extractos SFE optimizados, tanto de Parthenon (SFE-PT) como de Naxos (SFE-
NX), se procedi6 a la caracterizacién de su capacidad antioxidante. Para ello se utilizé el método
TEAC y la actividad se expresé en equivalentes de Trolox (mg Trolox g extracto). El valor méas
alto para la actividad antioxidante se obtuvo para los extractos optimizados SFE-NX (338,69 +
31,95 mg Trolox g* extracto) en comparacién con la obtenida para SFE-PT (262,68 + 33,10 mg
Trolox g* extracto). Este hecho podria estar ligado a la mayor cantidad de compuestos bioactivos
presentes en el extracto SFE-NX optimizado (237,38 + 17,42 mg g extracto, Tabla 16). Ademas,
la elevada capacidad antioxidante de estos extractos podria 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 Arnaiz et al. (2016), quienes concluyeron que los
extractos obtenidos mediante SFE de hojas de brécoli NX contenian una mayor cantidad de
compuestos fendlicos totales y presentaron ademas, una mayor capacidad antioxidante que los
extractos de procedentes de brdcoli PT. Del mismo modo, estudios realizados por Hwang & Lim
(2015) demostraron que la cantidad de compuestos bioactivos procedentes de subproductos
del brécoli (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 anticancerigena.
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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 braécoli PT (EC-PT) que en NX (EC-NX) (625,58 * 24,49 frente a 257,55
+ 1,42 mg Trolox g extracto), en los extractos de SFE, se observd un efecto contrario (262,68 +
33,09 y 338,69 + 31,95 mg Trolox g extracto, para SFE-PT y SFE-NX, respectivamente). Esto
podria estar ligado a la cantidad de compuestos bioactivos totales determinados en ambas
variedades, la cual resultd ser inferior en brécoli NX con la EC, pero mayor que en brécoli PT con

la extraccion SFE (Tabla 16).

3.4 Cuantificaciéon de los compuestos obtenidos por extraccion mediante fluidos
presurizados

3.4.1  Establecimiento de las condiciones para PLE

A pesar de todas las ventajas que supuso el uso de la tecnologia SFE para la extraccidn de
compuestos bioactivos a partir de los subproductos del brécoli, mediante esta técnica no fue
posible la extraccion de los compuestos mas caracteristicos del género Brassica: los
glucosinolatos. Por tanto, con el fin de extraer y cuantificar los glucosinolatos se procedid a la a

la extraccion de estos compuestos mediante PLE.

Con las condiciones de extraccién 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 ug de
glucosinolatos g extracto, respectivamente. Estas condiciones se correspondieron con aquellas
en las que la temperatura de extraccion fue de las mas baja estudiadas, 70 °C para PLE-15y PLE-
3y 53 °C para PLE-16 (Tabla 17). Por el contrario, aquellas condiciones con temperaturas mas
elevadas (185-200 °C), PLE-7, 9, 11, 13 y 14 fueron en las que menos cantidad de glucosinolatos
se extrajeron. Este hecho podria deberse al efecto de degradacion térmica por los valores de la
temperatura de extraccion. En cuanto al rendimiento de la extraccién, como se observa en la
Tabla 17, los valores obtenidos oscilaron entre el 22,42 % en el caso de la extraccion PLE-10y 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 condicion PLE-15

.648,94 + ,18 ug de glucosinolatos g extracto; RE-26,59 %).
(3.648,94 + 116,18 ug de glucosinol 1 RE-26,59 %)
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Tabla 17. Valores de las variables independientes usados para el disefio compuesto central y la variable
respuesta (contenido en glucosinolatos (ug g? extracto)) obtenidos para cada condicién. Los datos se
expresan como la media + la DE de tres réplicas. RE, rendimiento de extraccion.

Condicion Temperatura (°C) Etanol (%) T;;Tn'a)o (gI::cjg:iT;:os) 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

En cuanto al contenido individualizado de glucosinolatos (Figura 26), el glucosinolato
mayoritario fue la glucorafanina (glucosinolato alifatico precursor del isotiocianato SFN). Este
glucosinolato representé de media un 64 % del total de glucosinolatos, con valores que
alcanzaron los 1.798,97 + 98,94 pg g' extracto (PLE-16). Tras este, se encontré la
neoglucobrasicina, que representé 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

comparacion con los dos glucosinolatos mayoritarios ya citados.
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Figura 26. Glucosinolatos totales (ug g extracto) obtenidos de los de subproductos de brécoli cultivar
Naxos (fraccion hoja/tallo 3:1) extraidos mediante PLE. Los datos muestran la media £ DE de tres replicas
independientes. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de
Tukey (p < 0,05).

3.4.2  Optimizacion de la extraccion PLE

Los resultados experimentales obtenidos de la cuantificacion de glucosinolatos para los
diferentes puntos del disefio experimental fueron evaluados para determinar el ajuste del
modelo CCD 23 propuesto, asi como la significacién estadistica de los efectos de las variables

independientes (Tabla 18). Este analisis determind un alto grado de correlacién (R* = 0,942).

Tabla 18. Andlisis de varianza (ANOVA) y pardmetros 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; R? = Coeficiente de correlacién cuadratica.

Y = Contenido en glucosinolatos

Fuente S5 Df MS F-Ratio p-Value
X,: Temperatura 1,21e+7 1 1,21e+7 131,88 0,0000*
X,: Etanol 166424 1 166424 1,81 0,2209
X; X, 1,40e+6 1 1,40e+6 15,19 0,0059*
X, X, 680824 1 680824 7,39 0,0298*
Falta de ajuste 234659 4 58664,7 0,64 0,6527
Pure error 644881 7 92125,8
Total (corr.) 1,53e+7 15
R? 0,942
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Figura 27. Grafico en 3D de superficie de respuesta pronosticado de los efectos de la temperaturay la
presion sobre el contenido en glucosinolatos.

Se analizaron los valores de probabilidad (p-value) de los efectos lineales, cuadraticos y de
interaccion entre las variables independientes. En este caso solamente la temperatura presentd
un efecto individual significativo (p-value de 0,0000). En relacidn con el porcentaje de etanol
usado en la extraccidn, a pesar de que su efecto lineal no demostré afectar significativamente
al valor de la variable respuesta, la interaccion con la temperatura si que resulté en un impacto

estadisticamente significativo en el contenido de glucosinolatos (valor p = 0,0059).

Estos resultados podrian indicar la existencia de una sinergia entre la temperatura y el
porcentaje de etanol usado para maximizar la obtencion de compuestos como los
glucosinolatos, conclusién similar a la obtenida por otros estudios llevados a cabo en Ia
optimizacidn de este proceso (Bojorquez-Rodriguez et al., 2022). El efecto cuadratico del etanol
también fue significativo (valor p = 0,0298). En base a los resultados, el disefio experimental se
ajustd a un modelo polinomial cuadratico que fue reducido conservando los términos de las
variables independientes y sus efectos significativos para la variable respuesta (Y, en este caso

ug de glucosinolatos g* extracto) (Ecuacién 3):
Y =1831,28 — 7,6311X; + 58,7085X, — 0,207819X,X, — 0,287463X,X,
(3)

De este modo, se propusieron las condiciones éptimas para la maxima recuperacion de

glucosinolatos. Los valores éptimos predichos por el modelo se muestran en la Tabla 19:
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Tabla 19. Valores de los parametros éptimos en la extraccion mediante fluidos presurizados

Temperatura Tiempo Etanol
(°c) (min) (%)
Optimo 53 8 83

Al aplicar estas condiciones optimizadas de forma experimental, la cantidad mdaxima de
glucosinolatos extraida fue de 4.529,52 + 131,69 pg g* extracto, cantidad incluso mayor que la
obtenida con la condicién mas favorable de la bateria de experimentos que fue PLE-15 (3.648,94

+116,18 pg g extracto).

Ademas, 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 ecuacion obtenida (Ecuacién 3), con los valores
experimentales al aplicar las condiciones dptimas, se observd que, a excepcidn de las muestras
PLE-13 y 14, la varianza de los datos fue aceptable, encontrandose todos en el rango de 0,6 a
10,3 (CV < 20 %). De hecho, la varianza entre los datos tedricos y los obtenidos
experimentalmente en las condiciones éptimas fue baja (CV = 10 %), indicando una buena

reproducibilidad del sistema investigado (Liyana-Pathirana & Shahidi, 2005).

Tabla 20. Comparacién entre los resultados experimentales y los predichos por el modelo generado para
la cantidad de glucosinolatos (ug g™ extracto) de la extraccion mediante fluidos presurizados. CV =
coeficiente de varianza.

Nombre Tedrico Experimental CV (%)
PLE-1 1894,84 1926,44 = 59,16 0,6
PLE-2 1741,23 1896,04 = 61,55 3,0
PLE-3 2973,88 2564,74 + 80,65 5,2
PLE-4 1741,23 1701,03 = 56,01 0,8
PLE-5 1894,84 1820,11 = 56,62 14
PLE-6 1741,23 1838,77 = 59,36 19
PLE-7 658,78 531,44 = 19,61 7,6
PLE-8 1741,23 1660,95 = 55,07 1,7
PLE-9 443,64 335,44 + 13,62 9,8
PLE-10 1310,37 976,81 + 29,26 10,3
PLE-11 658,78 695,85 + 24,73 19
PLE-12 1007,85 1144,76 =34,5 4,5
PLE-13 64,88 154,56 = 5,06 28,9
PLE-14 64,88 193,97 = 8,09 35,3
PLE-15 2973,88 3648,94 = 116,18 7,2
PLE-16 3092,88 292995 £ 93,79 19
Condiciones dptimas 3405,11 4529,52 + 131,69 10
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Una vez establecidas las condiciones éptimas para la extraccion de los glucosinolatos mediante
PLE, se realizo la extraccion optimizada de glucosinolatos brécoli NX (Tabla 21). El rendimiento
de esta extraccidén optimizada fue del 21,42 %, similar al rendimiento de la condicidon 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 ug g extracto frente a los 9.015,45 + 449 g g* extracto),
pero esa diferencia en el contenido de glucosinolatos no se tradujo en una reduccidon
significativa en el RE, obteniéndose rendimientos del 21,42 y 30,55 % en PLE-OP-NX y EC-NX,
respectivamente. Esta diferencia podria 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 comparacién con los 73 °C a los que se exponen en la EC; es
decir, 20 °C mas) que degrada los glucosinolatos a sus isotiocianatos. Este ademas resulto ser el
factor que mas afectd a la obtencién de glucosinolatos mediante PLE, como quedé reflejado en
la tabla 18, siendo el p-value de la temperatura de 0,000. Sin embargo, algunos autores
obtuvieron resultados similares en la optimizacién de procesos de extraccion de glucosinolatos.
En ese sentido, Campos et al. (2013) mediante un modelo RSM concluyeron que las condiciones
Optimas para alcanzar el mayor rendimiento en la extraccién de glucosinolatos en hipocétilos 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-Rodriguez etal., 2022) quienes establecieron las condiciones dptimas para la
extraccién de glucosinolatos mediante PLE a partir de brotes de brécoli en un 50 % de etanol y

una temperatura de 40 °C.

Tabla 21. Glucosinolatos totales (ug g extracto) obtenidos de los subproductos de brécoli cultivar Naxos
obtenidos mediante las condiciones éptimas de PLE..

Glucosinolatos PLE-OP-NX EC-NX

Alifaticos Glucoiberina 6,92+0,37 8,25+ 1,27
Glucorafanina 2143,62+ 100,75 4887,88+ 961,27
Gluconapina 0,6+0,04 n.d.
Glucoalisina 13,57+1,14 27,35+ 4,72
Glucoerucina 380,23+9,51 919,07 +176,56
Glucorafenina n.d. 4,24+1,91

Indélicos Glucobrasicina 215,57+11,64 470,64+ 87,63
Neoglucobrasicina 1497,44+ 140,76 2116,384+ 370,04
4-Hidroxiglucobrasicina 21,87+1,25 82,06+ 16,54
4-Metoxiglucobrasicina 130,1+ 11,06 257,62 +£38,71

Arométicos Glucotropaeolina n.d. 8,25+1,33
Gluconasturtina 119,6 £ 11,60 233,71+£50,15
TOTAL 4529,524 131,69 9015,45+ 449
RE (%) 21,42 30,74
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1. Antecedentesy objetivos

La industria cosmética esta experimentando a nivel mundial un rdpido crecimiento debido al
aumento de la concienciacién sobre la belleza y al creciente interés por el cuidado de la salud,
la proteccién de la piel y los productos cosméticos. Con la expansidn 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 Utiles como fuente de
nutrientes e ingredientes potencialmente funcionales, ofreciendo la oportunidad de obtener
productos cosméticos de alto valor afiadido. Asi, como se ha descrito en el capitulo I, los
subproductos de brdcoli constituyen una fuente importante de compuestos bioactivos entre los
que se incluyen compuestos fendlicos, carotenoides y glucosinolatos, que proporcionan
importantes beneficios para la salud humana debido fundamentalmente a sus propiedades

antioxidantes y anticancerigenas (Ares et al., 2013; Jang et al., 2015; Dang et al., 2019).

La piel humana es la primera barrera de proteccion frente a los agentes externos que pueden
causar dafio en el organismo. Uno de los principales factores nocivos a los que se enfrenta este
gran érgano es la radiacion UV. La principal fuente de exposicion 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),
segln la longitud de onda de emisién. Los rayos UV que llegan a la piel humana son
principalmente UV-Ay UV-B. Las radiaciones UV-A y UV-B comprenden alrededor de un 10 % de
la radiacidn solar antes de que éstas penetren en la atmédsfera terrestre y son las Unicas
radiaciones ultravioleta que alcanzan la superficie de la Tierra. Asi, la cantidad de radiaciéon UV
del sol que alcanza la superficie terrestre estd determinada por diversos factores como el
agujero de la capa de ozono, la altitud, latitud y elevacidon de la superficie, asi 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 radiacion es considerada como la mas dafina y genotdxica.
Ademas 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,
dafio ocular, mutaciones, generacién de ROS y dafo en el ADN, lo que puede llegar a causar
cancer de piel (Godar, 2005; Hussein, 2005; Svobodova et al., 2006). En cuanto a la UV-C, a pesar

de que ser la radiacién UV mas peligrosa, puesto que es la mas energética ya que abarca las
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longitudes de onda mas cortas, no presenta un riesgo real tan importante puesto que es

practicamente bloqueada en su totalidad por el oxigeno de la atmdsfera.

La diana principal de actuacién de la radiacion UV-B es la capa basal de células de la epidermis,
siendo los queratinocitos la poblacién celular mas 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
actian como inmunocitos de la piel ya que son capaces de secretar diferentes citoquinas,
participando asi en la regulacién de la respuesta inmune, por lo que este tipo de células tienen
un papel principal en la amplificacion de la cascada de inflamacién en las enfermedades de la
piel (Li et al., 2015). Asi, la radiacion UV-B percibida por la piel es, en gran parte, absorbida por
los aminoacidos aromaticos del estrato cérneo aunque finalmente llega al ADN de las células
epiteliales, puesto que este es el principal croméforo diana de este tipo de radiacion (Hussein,
2005). Una vez el ADN de los queratinocitos es afectado por la radiacion UV-B, y las células se
encuentran dafiadas irreversiblemente, se desencadenan los mecanismos de apoptosis, que
actian como un mecanismo protector de gran importancia puesto que, de esta manera, se
garantiza la eliminacion de las células que podrian resultar potencialmente cancerigenas
(Takasawa et al., 2005). De esta manera, el dafio de la piel inducido por UV-B puede ser directo,
debido a la absorcién de la luz UV-B por las moléculas diana (membrana lipidica, proteinas y
ADN), generando varios tipos de lesiones pro-mutagénicas como los dimeros de ciclobutano
pirimidina y los fotoproductos (6,4) de pirimidina-pirimidinona, o indirecta, en respuesta a la
generacién excesiva de ROS (Cald & Marabini, 2014). Ademas, la radiacién UV-B es capaz de
aumentar la expresién génica y los niveles de secrecidn de interleucinas como la IL-1B, IL-6, IL-
10, la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) o el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

o) (Monfrecola et al., 2013).

Dada la amplia variedad de efectos secundarios causados por la exposicidn a la radiacién 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 prevencién de enfermedades de la piel,
incluido el cancer. Teniendo todo esto en cuenta, se han propuesto diversos métodos como
medida para la fotoproteccién de la piel y asi paliar los dafios provocados por la radiacion 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 cancer
tanto en modelos de estudio animal, como en estudios epidemiolégicos en humanos (Nishigori

et al., 2004).
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Con estos antecedentes y para el desarrollo de este capitulo se utilizaron los extractos
enriquecidos en compuestos bioactivos procedentes de los subproductos de brocoli Naxos
obtenidos mediante tecnologias de extraccion “verdes” como un sistema de proteccion frente
al dafio inducido por la radiacién UV-B en una linea celular de queratinocitos no tumorigénicos

(HaCaT) (Figura 28), por lo que los objetivos generales que se plantean son los siguientes:

1. lacaracterizacién del crecimiento de la linea celular de queratinocitos HaCaT

2. el estudio del efecto fotoprotector de los extractos procedentes de subproductos de
brdcoli sobre la linea celular HaCaT expuesta previamente a la radiacion UV-B.

3. el estudio de los mecanismos protectores desencadenados por los extractos
enriquecidos en compuestos bioactivos procedentes de los subproductos de brécoli
sobre la linea celular HaCaT expuesta previamente a la radiacion UV-B.

4. el estudio del efecto reparador de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos
procedentes de los subproductos de brdcoli sobre la barrera de queratinocitos de piel

dafados por heridas superficiales.

Extractos enriquecidos
en compuestos
bioactivos obtenidos

por SFE y PLE
UV-B Actividad antioxidante
lROS
Citoquinas 4
proinflamatorias
lCitotoxicidad de UV-B

OAOAOAS
\ Potencial uso como 1

nuevo ingrediente
cosmético

Incrementoen
la reparacién
de heridas

Figura 28. Resumen grafico de los objetivos planteados en este capitulo.
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2. Caracterizacion del crecimiento de la linea celular de queratinocitos HaCaT

Puesto que la linea celular de queratinocitos HaCaT (Figura 29) se adquirié por primera vez por
el grupo de investigaciéon de la Universidad de Murcia, en primer lugar, se realizé la
caracterizacion del crecimiento de esta linea con el fin de determinar la fase de crecimiento, asi

como la densidad celular éptima para la realizacidon de los ensayos posteriores.

Figura 29. Imagen de monocapa de queratinocitos HaCT. Aumento de 10x (A) y 20x (B).

Paraello, se llevd a cabo la realizacién de la recta patrén de las células que nos mostro la relacién
entre la absorbancia y el nimero 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 incubacién con MTT durante 4 h y los resultados se
reflejan en la Figura 30. Asi, como se observa en la Figura 30, existe una relacion de tipo sigmoide

entre el nimero de células en cultivo y el valor de absorbancia, siendo la férmula de la curva

obtenida:
_ Bottom + (Top — Bottom)
y= 14 EC50°°P¢
x
En donde:

y: absorbancia; Bottom: absorbancia minima; Top: absorbancia maxima; EC50: nimero de

células que presenta la mitad de la absorbancia maxima; slope: pendiente; x: nimero de células.

Como se puede observar de la curva obtenida (Figura 30A), las densidades celulares mds 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
observé una saturacion en la medida de absorbancia. Los parametros de esta recta patrdn
(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 situé 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.

A B
3,5
3,0 Parametros de la recta Valores
2,5 Top 3,792
E Slope 1,149
S 20
> EC50 28351,224
21,5 A
< log(EC50) 4,453
1,0 1 Bottom 0,083
0,5 - R 0,996
2
0,0 R 0,993
100 1000 10000 100000

Numero de células

Figura 30. Recta patrdn de la absorbancia de las células (A) y pardmetros de la recta (B)

2.1 Curva de crecimiento de HaCaT

Una vez determinado el nimero méaximo de células por pocillo que podiamos detectar usando
el ensayo de MTT en placas de 96 pocillos, se llevd a cabo la determinacién del perfil de
crecimiento en la linea 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 determind 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 mas bajas (400, 800 y 1.600 células
por pocillo) apenas se observé proliferacion celular. Este hecho fue el esperado puesto que se
us6 una densidad de siembra inicial por debajo de la recomendada por el distribuidor de la linea
celular, que para el caso de las placas de 96 pocillos era de 3.200 células/pocillo. Con 1.600
células por pocillo, se observd una diferencia significativa en la absorbancia con respecto a las
densidades anteriores, aunque la fase lag se extendié en el tiempo, hasta aproximadamente las
72 h, momento a partir del cual comenzé a observarse un ligero aumento del crecimiento. A
partir de 3.200 y 6.400 células/pocillo como indculo inicial y tras 24 h desde la siembra, las

células se encontraban en la fase exponencial de crecimiento que se extendié mas alla de las
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120 h, a diferencia de lo que ocurrié con el inoculo de 12.800 células por pocillo, en las cuales,
tras 96 h se observé una desaceleracion del crecimiento, encontrandose en ese momento en

una fase estacionaria del crecimiento.
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Figura 31. Curvas de crecimiento de la linea 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
parametros caracteristicos del crecimiento celular, tiempo de duplicacién (DT) y velocidad
maxima de crecimiento (Vmsx) 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 utilizé como inoculo inicial una densidad celular < a 1.600 células
por pocillo (1,29 dias (d) para 400 y 800 células/pocillo y 1,36 d para el inéculo 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 concentracion mas alta de células (12.800
células por pocillo). Ademads, estos resultados se correlacionaron con los resultados obtenidos
de las curvas de crecimiento (Figura 31) puesto que, a esas densidades celulares elevadas, la
duracion de la fase lag se produjo en las primeras 24 h desde la siembra de las células,
alcanzandose mucho antes la fase de crecimiento activo y, por tanto, al ser mayor la cantidad
de células, éstas proliferaron mas rapidamente hasta llegar a la maxima confluencia. En el caso
de la Vmsx, esta fue inversamente proporcional al DT, obteniéndose la mayor Vmsx €n las curvas
de crecimiento con los indculos iniciales mas elevados, siendo estas 0,61, 0,58 y 0,68 d! para

3.200, 6.400 y 12.800 células/pocillo, respectivamente.
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Tabla 22. Pardmetros de caracterizacién del crecimiento de la linea celular HaCaT calculados a partir de
los datos de las curvas de crecimiento. DT: tiempo de duplicacién; Vimsx: velocidad maxima de crecimiento.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre los valores de cada columna de acuerdo con la
prueba de Tukey (p < 0,05).

Indculo inicial

(células/pocillo) DT (d) Vimax (d?)

400 1,29 0,54 b¢
800 1,29 *® 0,54 b
1.600 1,362 0,51°¢
3.200 1,14 °¢ 0,612
6.400 1,20 0,58 ¢
12.800 1,02°¢ 0,68

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 6ptimo para la realizacién
de los ensayos de bioactividad de los extractos puesto que, densidades celulares entre 3.200 y
6.400 células por pocillo, se podian mantener en crecimiento durante 24 h, tiempo necesario
para que las células superen la fase lag y se encuentren en la fase dptima de crecimiento activo
para llevar a cabo la adicidn de los extractos, momento en el cual tiene lugar la metabolizaciéon
de los compuestos bioactivos presentes en los extractos objeto de estudio. Ademas, las células
se podian mantener en cultivo hasta pasadas 96 h mads, 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 concentracién adecuada de siembra de la linea 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 brécoli 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
evalué la capacidad citotdxica 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 afiadieron a los pocillos en diferentes

concentraciones (rango de 0 a 1 %) en el medio de cultivo y tras otras 24 h, se determiné la
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viabilidad celular mediante el método MTT. Los resultados obtenidos (Figura 32) mostraron que
la exposicion de las células HaCaT a concentraciones de etanol 2 0,25 % provocaban un descenso
significativo de la viabilidad celular. Asi, a partir de una concentracién de 0,25 % de etanol, la
viabilidad celular se redujo hasta un 87 % con respecto al control y continué disminuyendo de
manera dosis-dependiente, llegando a reducirse hasta un 79 % y un 74 % cuando se usaron las
concentraciones mas altas de 0,5 % y 1 %, respectivamente. Sin embargo, al ser expuestas a
DMSO, las células no presentaron una reduccién significativa de la viabilidad hasta la
concentracién 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 selecciond este como disolvente mas adecuado de los extractos para la realizacién de
los ensayos posteriores y se utiliz6 DMSO a una concentracidon que, en ningun caso, supero el

0,5 % en los pocillos.
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Figura 32. Efecto de diferentes porcentajes de dimetilsulféxido (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 supercriticos

Una vez seleccionado el DMSO como disolvente para los extractos, se llevo a cabo la evaluacion
del efecto citotéxico 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 seccidn
anterior y posteriormente, los extractos SFE-NX se afadieron a los pocillos para lograr
concentraciones finales que oscilaron entre 0y 200 pg de extracto ml (que se correspondia con
46 ug de compuestos bioactivos ml™). Los extractos se incubaron durante 12, 24 y 48 h antes de
determinar la viabilidad celular. Segun el andlisis ANOVA (Figura 33B), la viabilidad celular se vio

significativamente afectada por la concentracidon del extracto, el tiempo de exposicidén y la
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interaccion entre ambos factores. Como se muestra en la Figura 33A, los extractos SFE-NX
resultaron ser ligeramente citotéxicos hasta 50 pg de extracto ml?, reduciéndose la viabilidad
celular en torno al 91 % después de 12 h de tratamiento. Sin embargo, se observé una
disminucion significativa en la viabilidad celular cuando las células HaCaT se expusieron a
concentraciones de extracto superiores a 50 pg de extracto ml™ durante 24 h (~83 %), mientras
que los extractos SFE-NX fueron citotdxicos a concentraciones superiores a 100 ug de extracto
ml? a las 48 h, en donde la viabilidad celular se redujo hasta en un 88 %. La toxicidad de los
extractos alcanzé un maximo a las 24 h, mostrando el valor de I1Cso mas bajo (256 pg extracto ml’
1) con respecto a las 12 h (850 pg extracto ml™) y 48 h (1805 pg extracto ml?) después del

tratamiento.
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Figura 33. (A) Viabilidad de las células HaCaT tras 12, 24 y 48 h de exposicidon a los extractos obtenidos
mediante fluidos supercriticos de Naxos. (B) Analisis 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; R?, coeficiente de correlacién
cuadratica.
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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 mas danino de la radiacion solar que llega a
la superficie de la Tierra provocando una amplia gama de lesiones en la piel, incluida la
inflamacidén, el fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis (Afaqg & Mukhtar, 2006). Para
comprobar los efectos de la radiacidn UV-B sobre la viabilidad de los queratinocitos, se llevd 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 producia un descenso significativo de la viabilidad celular sin
llegar a ser letal. Para ello, en primer lugar, las células HaCaT se expusieron a dosis especificas
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 exposicién a la luz UV-B
resultd en una reduccidén significativa de la viabilidad de las células HaCaT de manera
dependiente de la dosis. Asi, cuando se aplicé una dosis de 50 mJ cm™ a las células HaCaT, se
observé un descenso de la viabilidad hasta alcanzar un 47 % de células vivas con respecto a las
células sin irradiar (0 mJ cm). Este descenso se vio atin mas afectado al aumentar la dosis de
radiacién, bajando hasta un 6 % de la viabilidad del control cuando se expuso a 100 mJ cm™, ~5
% al aumentar hasta 500 mJ cm™y en torno al 100 % de mortalidad con dosis de 1.000 mJ cm™.
Dado que la dosis de luz UV-B de 50 mJ cm™ redujo la viabilidad celular en mas del 50 %, se
selecciond esta dosis para experimentos posteriores, que ademas, resultaria ser una dosis el
doble de la requerida para producir el eritema en pieles de foto tipo Il tras 24 h (Chiron de la

Casiniere & Cachorro, 2008).
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Figura 34. Viabilidad de células HaCaT crecidas en monocapa 24 h después la exposicion a diferentes dosis

de radiacién UV-B. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los valores segun la prueba de
Tukey. Los datos estan 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 radiacion
UV-B se encuentran mediados por la modulacién de la expresién de caspasas entre otros
marcadores de estrés y apoptosis. La apoptosis por la luz UV-B parece que esta mediada
principalmente por la via intrinseca (o mitocondrial) y la extrinseca, que se caracterizan por una
regulacion 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™, a partir de la cual se comenzaron a observar diferencias
en la morfologia 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 etal. (2013) quienes también observaron un descenso de la
viabilidad en células HaCaT tratadas con 50, 100 y 150 mJ cm™. Incluso otros estudios han
propuesto como modelo in vitro de inflamacién, células HaCaT irradiadas con 50 mJ cm™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 supercriticos a partir de subproductos de
brocoli

Tras comprobar las concentraciones del extracto SFE-NX (< 10 pg extracto ml?) y el tiempo de
exposicion (12 h) que no reducian significativamente la viabilidad celular (Figura 33A), se probd
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 pg de extracto ml? durante 12 h y a
continuacién, se irradiaron con luz UV-B (0, 25 y 50 mJ cm™), determinandose la viabilidad
celular 24 h después de la irradiacion. Los efectos de los extractos de SFE-NX sobre la
citotoxicidad de la luz UV-B se muestran en la Figura 35. Segun el analisis ANOVA, la viabilidad
de las células HaCaT se vio significativamente afectada tanto por la irradiacién con luz UV-B,
como por la concentracién de extracto SFE-NX y la interaccidon entre ambos factores. Asi, la
viabilidad de las células HaCaT disminuyd significativamente después de la irradiacion con luz
UV-B con respecto a las células no irradiadas. Tras la exposicién a dosis bajas de luz UV-B (25 m)J
cm2), el pretratamiento de los queratinocitos con el extracto SFE-NX incrementé la viabilidad de
las células irradiadas de manera dosis-dependiente y no se observaron diferencias significativas
con respecto a las células control (0 ug de extracto ml?) asi como en las células tratadas con
quercetina (p > 0,05) a 10 pg ml™. Estos resultados sugieren que una alta concentracion de

extracto SFE-NX (10 pg ml?) podria tener un efecto citoprotector sobre las células HaCaT
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expuestas a la luz UV-B. Por el contrario, tras la irradiacion con altas dosis de luz UV-B (50 mJ
cm2), no se detectaron efectos positivos sobre la viabilidad celular, incluso en presencia de una

alta concentracién de extracto.
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Figura 35. Viabilidad celular de los queratinocitos HaCaT pretratados con diferentes concentraciones de
extracto SFE-NX (0,01, 0,1, 1y 10 pg de extracto ml™?) 24 h después de su exposicién a luz UV-B (25 y 50
mJ cm). Q: quercetina (30 pg ml?), 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
radiacidon UV-B. En ese sentido, Shibata et al. (2010) mostraron que el pretratamiento de las
células HaCaT con SFN (1 - 25 uM), isotiocianato encontrado en vegetales del género Brassica,
dio lugar a una recuperacion de la pérdida de viabilidad inducida por la luz UV-B (50 mJ cm?) y
suprimié la secrecion de IL-6, un marcador inflamatorio cuya produccién aumenta después de
la exposicion a este tipo de radiacién. Asimismo, estudios realizados por Park et al. (2014)
demostraron que los extractos de Gardenia jasminoides (100 pg ml?) tuvieron un efecto
protector contra la muerte celular inducida por la luz UV-B en células HaCaT expuestas a 10 mJ
cm™, mientras que los extractos de Phellodendro amurense y Rheum rhabarbarum tuvieron
poco o ningun efecto citoprotector, respectivamente, en estas condiciones. Ademas, Vostalova
et al. (2010) evaluaron el potencial de un extracto de Prunella vulgaris enriquecido con acido
rosmarinico 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 producia
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 pg-ml?) inhibid la reduccién de la viabilidad celular mediada
por la luz UV-B (15-30 mJ cm™) mediante el aumento del contenido intracelular de glutation y
disminuyendo tanto la peroxidacién lipidica como los marcadores de fotoenvejecimiento,

protegiendo asi las células HaCaT del estrés oxidativo inducido por luz UV-B. Cald & 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 mas bajas de radiacion UV-B (32—64 mJ cm™).

4. Aplicaciones cosméticas de los extractos en células de queratinocitos

4.1 Efecto de los extractos de subproductos de brocoli sobre la produccion
intracelular de ROS en queratinocitos HaCaT expuestos a UV-B

Los rayos UV-B absorbidos por las células epidérmicas causan dafios 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 mas estudiados y descritos del estrés
oxidativo en células humanas (Piechowiak et al., 2021). Asi, la generacion de ROS inducida por
la radiacion UV juega un papel muy importante en el envejecimiento de la piel, la inflamacion y
la foto carcinogénesis ya que la produccion 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
gueratinocitos humanos para proteger contra los dafios irreversibles en el ADN, previniendo la
acumulacién 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 activacion 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 generacién 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 dafio de la piel que se produce por la radiacién UV-B prolongada esta asociada
con ROS vy la inflamacién relacionada con ROS, se evalué 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 proteccidn 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 exposicién de la monocapa de células HaCaT a luz UV-

B (50 mJ cm™) con o sin pretratamiento con los extractos SFE-NX se muestran en la Figura 36.
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Figura 36. (A) Unidades relativas de fluorescencia (veces del control) de las células HaCaT debido a las
especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas en ausencia y presencia de radiacién ultravioleta B a 50
mJ cm™ sometidas o no a un pretratamiento durante 24 h con los extractos. Los datos estan 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) Andlisis de varianza ANOVA de la
concentracion 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; R?, coeficiente de correlacién cuadratica.

Los resultados mostrados por el andlisis ANOVA (Figura 36B) indicaron que tanto la
concentraciéon de los extractos como la exposicién a la radiacion UV-B (50 mJ cm?)
individualmente o en combinacion 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
exposicién a la luz UV-B (50 mJ cm™) aumenté significativamente la generacién 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
generacion intracelular de ROS a todas las concentraciones ensayadas (entre 0,1y 50 pg ml?),
observandose la mayor reduccion en los niveles intracelulares de ROS tras el pretratamiento de

las células HaCaT con 50 pg ml! 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 radiacidon UV ni a los extractos, siendo incluso este efecto mayor que en células
pretratadas con quercetina, indicando que el extracto SFE-NX actla 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 mas que el control, en células HaCaT
expuestas a 40 mJ cm™ de radiacidn 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 generacion de ROS, de manera dosis-dependiente, en células expuestas a luz UV-B (20 mJ

cm™) y a perdxido de hidrégeno, respectivamente (Shin et al., 2013; Seo & Jeong, 2015).

4.2 Efecto de los extractos de subproductos de brocoli sobre la expresion de genes
relacionados con la inflamacién en queratinocitos HaCaT expuestos a luz UV-B

La respuesta aguda de la piel frente a la exposicion a la radiacion UV es la inflamacidn, como
eritema y edema, y el dafio mitocondrial y del ADN causado por ROS (Park et al., 2018). Las ROS
son un subproducto del metabolismo del oxigeno y esta involucrado en muchas funciones
fisiolégicas, como la sefalizacion celular, la activacion de mecanismos de defensa frente a
patdgenos y la proliferacion celular. Sin embargo, la exposicién de la piel a los rayos UV puede
producir mayores cantidades de ROS, lo que provoca un desequilibrio entre la produccién de
estas y los mecanismos de defensa antioxidantes, generando un estrés oxidativo. Este estrés
oxidativo puede aumentar a su vez la produccion de ROS inicidndose tanto la inflamacién como
la activacidn de citoquinas proinflamatorias como la interleucina-2 (IL-2), la interleucina-6 (IL-6)
y el factor de necrosis tumoral (TNF-a), que involucran multiples vias, 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 inflamacidn actian como oxidantes y promueven
a su vez la aparicién de ROS, por lo que incrementan el estrés oxidativo convirtiéndose en una
especie de circulo vicioso. Ademas, todo en conjunto, juega un papel importante en la aparicion
de cancer de piel puesto que es capaz de transformar una queratosis solar benigna en un
carcinoma de células escamosas puesto que incrementaria el dafio 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

brdocoli era capaz de reducir el estrés oxidativo causado por la exposicion a la luz UV-B en las
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células HaCaT, se determinaron los perfiles de transcripcion de algunos genes que codifican para
diferentes citoquinas proinflamatorias (/L-18, IL-6, IL-8, TNF-a y COX-2) mediante qRT-PCR. El
efecto de diferentes concentraciones de los extractos SFE-NX sobre la expresion de mediadores
inflamatorios inducidos por la luz UV-B en las células HaCaT se muestra en |la Figura 37. El analisis
ANOVA revel6 que tanto el tiempo como la concentracién de los extractos SFE-NX y la radiacién
UV-B afectaron de manera significativa a la expresion de los genes /L-1B (Figura 37A), IL-6 (Figura
37B), TNF-a (Figura 37D) y COX-2 (Figura 37E). Sin embargo, la irradiacion con UV-B no afecto a
la expresion del gen IL-8 (Figura 37C) (valor de p = 0,224) aunque la expresidn de este gen si que
se vio estadisticamente afectada por el tiempo y la concentracidon de extracto empleada.
Ademas, la interacciéon de los diferentes factores (tiempo x concentracion de los extractos y
tiempo x radiacion UV-B) también mostraron tener efectos significativos en el perfil de expresién

de todos los genes estudiados (valor de p = 0,000).

En cuanto al andlisis del perfil de expresion del gen /L-16 (Figura 37A), se observo claramente un
aumento significativo en la acumulacién de transcritos tras la exposicion a la luz UV-B, tanto en
células no tratadas como en las tratadas con las diferentes concentraciones de extracto SFE-NX.
Asi, tras la exposicion de los queratinocitos a la luz UV-B, el maximo nivel de expresion del gen
IL-16 se alcanzod tras 14 h desde la irradiaciéon, momento en el que la acumulacién de transcritos
resulto ser del 9 veces superior al control sin irradiar a ese tiempo. Teniendo en cuenta el tiempo
de mdxima expresion del gen /L-18 tras la exposicidn a la luz UV-B (14 h), se puede observar, que
el pretratamiento con concentraciones de extracto < 50 pug ml? redujo significativamente la
expresion 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. Ademas, la mayor concentracion de extracto
empleada (50 ug ml?) produjo un incremento significativo en el nivel de expresién del gen /L-18
tras 14 h de exposicién a la luz UV, pero ese incremento fue incluso menor que el observado tras

la exposicidn a la luz UV en ausencia de extracto.

Del mismo modo, se analizd el perfil de expresion del gen correspondiente a la citoquina
proinflamatoria /L-6 (Figura 37B). Al igual que ocurria con la expresion el gen IL-16, el
tratamiento con luz UV-B incremento considerablemente el nivel de expresion tras 14 h desde
lairradiacion alcanzdndose en ese punto una acumulacién de transcritos del orden de 150 veces
superior a las células no irradiadas. También a ese tiempo, la expresién del gen IL-6 disminuyd
significativamente tras el pretratamiento con las diferentes concentraciones de extracto siendo

este descenso mas acusado tras el pretratamiento con 1 pg ml? de extracto, cuya acumulacion
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de transcritos fue 12,5 veces inferior al de queratinocitos expuestos solo a la luz UV, aunque en

ningun caso se llegé a alcanzar el nivel de proteccién inducido por la quercetina.
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Figura 37. Variacion de la expresion relativa (veces del control) de los genes que codifican para citoquinas
proinflamatorias IL-18 (A) IL-6 (B), IL-8 (C), TNF-at (D) y COX-2 (E) en células HaCaT pretratadas con
diferentes concentraciones de extracto SFE-NX (0,1, 1, 10 y 50 pg extracto ml?) tras 2, 8, 14 Y 24 h desde
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la exposicién a 50 mJ cm de luz UV-B. Q: quercetina 30 pug ml™. Los valores muestran la media + DE de
tres réplicas independientes. El control UV-B (-) con valor de referencia = 1 se utilizé para normalizar los
niveles de expresion relativos de cada gen. Los niveles de transcritos se calcularon usando el gen GAPDH
como control interno). Valores F de ANOVA de dos vias significativos al 99,9 % (***).

Asimismo, evaluamos la capacidad del extracto SFE-NX para modular la expresion génica de TNF-
a en células HaCaT después de la irradiacion con UV-B (Figura 37D). Al igual que en los casos
anteriores, la expresion del gen TNF-a también aumentd después de la irradiacion de los
gueratinocitos con luz UV-B observandose dos picos maximos de expresidn alas 2y 14 h después
de la irradiacion. Asi, tras las primeras 2 h se observé un aumento de hasta 4,45 veces la
expresion 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 ocurrié asi en las células con quercetina, la cual presentd una mayor efectividad en
revertir la induccién de la expresidon del gen TNF-a tras la exposicidon a la luz UV, alcanzando
valores de expresidn similares a las células sin tratar. Sin embargo, tras 14 h desde la exposicidn
alaluz UV, el aumento en 5 veces en la expresidon del ARNm de TNF-a inducido por la luz UV-B
fue fuertemente regulado de manera negativa por el extracto SFE-NX a cualquier concentracion,
y casi restablecido por completo tras el pretratamiento con el extracto manteniéndose ese
efecto hasta las 24 h. El TNF-a esta involucrado en el inicio y la promocién de la via inflamatoria
posterior a la exposicion a luz UV-B: ejerce efectos pleiotrépicos, incluida la modulacién de las
moléculas de adhesidn celular, la promocidn de la apoptosis y la activacién de los linfocitos
(Bashir etal., 2009). Por lo tanto, el pretratamiento con extracto SFE-NX, incluso a baja

concentracién, es suficiente para revertir el estado inflamatorio ya establecido.

Finalmente, se llevd a cabo el estudio del perfil de expresién del gen que codifica para la
ciclooxigenasa COX-2 (Figura 37E). Como se observa en la Figura 37, la exposicidon de los
gueratinocitos a la luz UV-B incrementd significativamente la expresion de esta citoquina,
produciéndose la mayor acumulacidn de transcritos, tras 8 y 14 h después de la irradiacion. En
esos tiempos, los niveles de expresién 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 irradiacion de UV-B en las células HaCaT. El aumento en la expresion
del gen COX-2 observado tras 8 h desde exposicion a la luz UV fue significativamente revertido
tras el pretratamiento con el extracto SFE-NX a todas las concentraciones ensayadas,
observandose el mayor efecto cuando se aplicé a una concentracién de 50 pg ml™?, mostrando
ademas un efecto similar al obtenido tras el pretratamiento con quercetina cuyo niveles de

expresion 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 irradiacion, el efecto
inflamatorio inducido por la luz UV-B solo fue parcialmente revertido con el pretratamiento con
los extractos SFE-NX ya que se observé un aumento del nivel de expresiéon de COX-2 conforme
se incrementaba la concentracion de extracto, siendo en este caso la concentracién de 0,1 pg
ml?la que mostré una mayor eficacia frente el estrés causado por la luz UV, reduciéndose la
expresion 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 radiacion UV-B (50 mJ cm™) es capaz de afectar
de manera significativa a la regulacion de los genes que codifican para las citoquinas
proinflamatorias estudiadas a excepcién de la IL-8. Esto contrasta con otros estudios llevados a
cabo en los que la irradiacion de células HaCaT con luz UV-B (con dosis que oscilaron entre los 5
y 100 mJ cm?) si que produjo un efecto positivo sobre la regulacién 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 expresidon y secrecion de citoquinas sea dependiente tanto de la dosis
administrada de radiacién UV como de otras condiciones variables a la hora de llevar a cabo los

ensayos, como el tipo de células, nimero de pases, tiempo en cultivo, etc. (Li et al., 2015).

Por otro lado, existen numerosos estudios llevados a cabo para la blsqueda tanto de
compuestos puros como de extractos vegetales complejos que posean potencial para atenuar
la expresién de estos marcadores de inflamacién en células de piel expuestas a radiacién UV-B.
Algunos ejemplos son: |a piperina (un alcaloide con propiedades antioxidantes que se encuentra
en la pimienta), que ha demostrado su eficacia para disminuir la expresion de IL-6 e IL-8, ademas
de inhibir la sintesis de COX-2/prostaglandinas (PGE2) (Jaisin et al., 2020); la fisetina también fue
capaz de inhibir la produccion de éxido nitrico (NO), PGE2, IL-1B, IL-6, asi como la expresion de
iNOS y COX-2 y la activacién de NF-kB en células HaCaT, en este caso, tratadas con TNF-a (Seo
& Jeong, 2015); flavonoides como la afzelina también mostraron capacidad para inhibir la
peroxidacion lipidica y las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) inducidas por UV-B, ademas de ser
capaces de reducir la expresion de IL-6 y TNF-a en las mismas células (Shin et al., 2013). Otros
compuestos como el dcido rosmarinico también han mostrado poseer efecto protector llegando
a reducir de manera significativa la expresién de IL-6, IL-8, MCP-1 y TNF-a (Lembo et al., 2014);
la curcumina también fue capaz de regular negativamente la expresién de citoquinas
proinflamatorias como la IL-1B, IL-6 y TNF-a (Cho et al., 2007) o la nicotinamida (la forma amida
de la vitamina B3, presente en el brécoli) que fue capaz de revertir el aumento de la expresion

de /L-6 y TNF-a en queratinocitos expuestos a UV-B (Monfrecola etal., 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. Asi, estudios realizados por Engel et al. (2007) demostraron que el tratamiento tépico
con extractos de Usnea barbata (un liquen) en afecciones inflamatorias de la piel provocadas
por radiacion UV-B podria resultar beneficioso, ya que su uso sobre queratinocitos HaCaT
provocé la disminucién de PGE2, asi como de la proteina COX-2. Asimismo, el uso de extractos
etandlicos de Sanguisorba officinalis L. en queratinocitos redujo la expresién de IL-8 tanto a nivel
de proteina como de ARNm (Yang et al., 2015); o los extractos de granada ricos en elagitaninos,
los cuales fueron capaces de inhibir la produccién de radicales libres en la piel y de disminuir la
expresion de COX-2, protegiéndola de los dafios al ADN y disminuyendo asi el riesgo de padecer
cancer de piel (Ismail et al., 2016). El extracto de Laminaria japdnica fue capaz de disminuir la
expresion de COX-2, de la metaloproteinasa-9 (MMP-9) y de PGE2, asi como de las citoquina /L-
8y de TNF-a, inducidas por la radiacion 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 expresion de genes relacionados con la inflamacion como TNF-a (Turkoglu et al., 2017).
Incluso, existen estudios clinicos que han probado el efecto beneficioso de compuestos
cuantificados en nuestros extractos, como el caso del dl-a-tocoferol, que poseen efectos
fotoprotectores frente al dafo causado por la radiacion UV-B (Lin et al., 2008; Murray et al.,
2008) o la aplicacién tépica de un aceite esencial de hojas de Curcuma longa que logré inhibir el
edema, ademas de reducir la produccién de TNF-q, IL-6 e IL-1B, en ratén (Kumar et al., 2018), al

igual que ocurridé con un extracto rico en flavonoides de Sophora flavescen (Ma et al., 2018).

De conformidad con todos estos resultados podemos indicar que el uso tépico 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 exposicidn 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 brécoli mediante
SFE, son capaces de atenuar el estrés oxidativo y la inflamacion 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 exposicién a la luz UV-B, a través de
una reduccién de mediadores proinflamatorios, por lo que podriamos 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 radiaciéon UV-B.
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4.3 Reparacion de heridas piel

Los queratinocitos constituyen un tipo de células de la epidermis, es decir, la capa mas externa
de la piel que actia como barrera, que estdn involucrados en eventos de defensa
fundamentales, como la formacidn de la barrera fisica y la defensa inmunolégica. Por lo tanto,
mejorar las actividades funcionales relacionadas con la cicatrizacién de heridas de los
gueratinocitos ofrece un potencial para promover la reparacién del dafio de la piel y la funcidn
de barrera. En ese sentido, la proliferacion y migracidn de queratinocitos juegan un papel

importante para la cicatrizacién de heridas en la piel (Li et al., 2021).

Numerosas plantas se han utilizado en la medicina tradicional para promover la cicatrizacion 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 sintesis, ademds de presentar
importantes actividades bioldgicas. Por tanto, con el fin de evaluar el posible efecto reparador
de heridas con los extractos procedentes de los subproductos de brécoli se llevé a cabo un
ensayo de migracion 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, 10y
50 pg mlt) y PLE-NX (1, 10, 100 y 500 pg ml?) durante 24 h y tras este tiempo, se le realizé a
cada monocapa de células una herida en linea recta utilizando un agente punzante estéril, y se
mantuvieron en incubacion durante 48 h tomando fotografias a las 6, 24 y 48 h para determinar
la longitud del cierre de la herida (mm) (Figura 38). Ademas, se utilizd quercetina como control

positivo a una concentracion de 30 pg ml™?.

4.3.1 Uso de los extractos SFE como reparador de heridas

Los resultados arrojados tras el andlisis de la cicatrizacidon en queratinocitos pretratados con
diferentes concentraciones de extracto SFE-NX (Figura 38) mostraron que, a medida que se
incrementaba la concentracion de extracto, el proceso de cicatrizacién de la herida fue mas
evidente, observandose tras el pretratamiento con 50 ug extracto ml™y 48 h desde la realizacion
de la herida, una cicatrizacidon total de la misma. Ademds, el proceso de cicatrizacion se produjo
mas rapidamente que en los queratinocitos tratados con quercetina (control positivo). Estos
datos se corroboraron tras la determinacién del porcentaje de curacion (Figura 39A) en el cual
se observé que todas las concentraciones de extracto SFE-NX utilizadas dieron lugar a dreas de
cierre de heridas estadisticamente significativas mas altas que las células no tratadas, siendo de
nuevo ese efecto de cicatrizacién de la herida mas evidente a las 48 h desde la realizacion de la

herida.
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24 h 48 h

10 pgml™ 1 pgml™ 0,1 pgml™ Quercetina Control

50 pgml™

Figura 38. Imagenes tomadas a diferentes tiempos (0, 24 y 48 h) tras la realizacién de las heridas con un
pretratamiento durante 24 h de los extractos SFE-NX. Quercetina (30 pg ml2).
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Figura 39. Porcentaje de curacion 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 migracién (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 pg ml?). 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 curacién 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 curacidn cercano al 100 %, siendo los porcentajes de 95, 94, 96 y 96 %,
para las concentraciones de 0,1, 1, 10 y 50 pg ml™?, respectivamente. Como era de esperar, la
velocidad de migracion de las células (Figura 39B) fue mayor tras 6 h desde la realizaciéon de la
herida debido a que en ese momento las células se encontraban en fase de crecimiento activo,
observandose a ese tiempo, una mayor velocidad de curacién de las células tratadas con
concentraciones < 1 pg ml™t 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 brécoli podrian ser un excelente agente

terapéutico potencial para la cicatrizacion de heridas en la piel.

125



Capitulo Il

En este sentido, numerosos extractos vegetales ricos en compuestos bioactivos han sido
estudiados para comprobar su eficacia en la reparacién 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 brocoli obtenidos por SFE algunos compuestos como el acido hexadecanoico, el
acido (9 Z, 12 Z, 15 7)-octadeca-9,12,15-trienoico o el B-sitosterol. La aplicacién de estos
extractos incrementé la tasa de migraciéon de células HaCaT de manera dependiente de la dosis,
ademas de aumentar de manera significativa la sintesis de coldgeno de tipo | y IV, implicados en
la reparacién de la piel y en la formacion de las membranas, respectivamente (Li et al., 2021).
Otros extractos obtenidos de tallo de Alternanthera sessilis, una planta suculenta, también ricos
en acido hexadecanoico y fitol, mostraron el mismo efecto. Asi, tras la exposicion de los
queratinocitos a 50 pg mL™ de los extractos se observé un aumento de hasta un 209% en la tasa

de migracion celular en comparacion con las células control (Muniandy et al., 2018).

Con respecto a ensayos obtenidos usando extractos de brdcoli, 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. Ademas, en esta investigacion
también se estudié el perfil de expresidon de genes implicados en la proliferacién celular, la
apoptosis y los procesos inflamatorios tras la aplicacién de extractos. Los resultados indicaron
que la exposicion de los queratinocitos a extractos de tallo de brdcoli se tradujo en una
sobreexpresion de genes de respuesta inflamatoria y de moléculas promotoras del crecimiento
celular relacionadas con la proliferacidon celular y la reparaciéon de heridas. También se ha
probado que homoélogos al acido lisofosfatidico, presentes en cruciferas como hojas de col o
floretes de brdcoli, son capaces de inducir la proliferacion y la motilidad celular en células de
tipo epitelial de intestino (HGC-27) lo que podria considerarse de especial interés para la

curacion de ulceras gastricas (Tanaka et al., 2009).

Todos los resultados anteriores sobre cicatrizacidon de heridas provocadas en cultivos celulares
han sido complementados con estudios sobre el efecto hemostatico de extractos de brdcoli en
ratones (Sammulia et al., 2020). Para ello, los ratones se alimentaron con los extractos de brécoli
(ricos en compuestos como alcaloides, saponinas, taninos, flavonoides y vitamina K) a diferentes
concentraciones, 20, 40 y 60 mg g peso corporal. Tras un tiempo, se les realizé una herida y
controlaron el tiempo hasta que paré la hemorragia. Los resultaros mostraron diferencias
significativas en los ratones que habian sido alimentados con 40 y 60 mg g de peso, siendo los
ratones alimentados con 60 mg gtlos 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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brdocoli) (Sammulia et al., 2020). Segun estos autores, este hecho podria relacionarse, ademas
de por la presencia de diversos compuestos bioactivos presente en estos vegetales, con el alto
contenido en vitamina K del brécoli en comparacidon con otras verduras segin datos de la USDA

(USDA, s.f.).

4.3.2 Usode los extractos PLE para la cicatrizacion de heridas
4.3.2.1 Citotoxicidad de los extractos obtenidos mediante fluidos presurizados

Los glucosinolatos son una clase de metabolitos secundarios caracteristicos de las plantas de la
familia Brassicaceae, los cuales al descomponerse enzimdaticamente por accion de la enzima
mirosinasa dan lugar a los compuestos bioldgicamente activos, los isotiocianatos, que son los
principales compuestos bioactivos conocidos por su actividad bioldgica. Asi, de sobra es
conocido, que la activacion metabdlica de los glucosinolatos da como resultado la formacion de
isotiocianatos a los que se les atribuyen los efectos antitumorales, antimicrobianos vy
antiinflamatorios; sin embargo, se desconocen los efectos sobre la cicatrizacidon 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 brocoli Naxos (PLE-NX), se realizd un ensayo de cicatrizaciéon en las células HaCaT. Asimismo,
puesto que no existian ensayos previos acerca del efecto citotdxico de estos extractos sobre las
células HaCaT, como paso previo a los ensayos de migracidn celular, se determiné la toxicidad
de diferentes concentraciones del extracto PLE-NX en células HaCaT, con el fin de determinar

aquellas concentraciones que no resultasen citotdxicas en los queratinocitos (Figura 40).

Los resultados del analisis ANOVA (Figura 40B) indicaron que tanto la concentracion del extracto
como el tiempo de exposicidon a los mismos (valores de p = 0,000y p = 0,039, respectivamente)
de manera independiente, asi como la interaccion 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 mas elevadas (500,
1000 y 2000 pg ml?) 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.

127



140 pg ml™
120 @o
ool
E 100 ek ok o1
= T
T 80 m1o0
©
> m50
® 60
@100
40 O 200
0500
20
01.000
o @2.000
B 24h 48h
SS Df MS F-Ratio p-Value
X.: Concentracion 54170,153 10 5417,015 137,193  0,000***
Xz: Tiempo 261,327 2 130,664 3,309 0,039*
XXz 5174,349 20 258,717 6,552 0,000***
Error 6041,134 153 39,485
Total (corr.) 65605,165 185
R? 0,908

Figura 40. (A) Viabilidad de las células HaCaT tras 12, 24 y 48 h de exposicion a los extractos obtenidos
mediante fluidos presurizados de Naxos. (B) Andlisis de varianza ANOVA de las variables independientes
(concentracion de los extractos y tiempo de exposicidn) sobre la viabilidad. *Coeficientes significativos (p
< 0,001 0 p < 0,05). SS, suma de cuadrados; Df, grados de libertad; MS, media cuadrada; R?, coeficiente
de correlacidn cuadratica

Una vez determinada la concentracién de extracto que no afectaba significativamente a la
viabilidad celular, se realizé el ensayo de migracion para el estudio de la cicatrizacidn 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 concentracidon de extracto, el proceso de cicatrizacion de la herida fue mas
evidente, aunque en ningln caso se consiguié una cicatrizacion completa de la herida. Asi, en
cuanto al porcentaje de curacién (Figura 42A), el pretratamiento de las células HaCaT con el
extracto PLE enriquecido en glucosinolatos dio lugar a un incremento estadisticamente
significativo en el porcentaje de curacidn de la herida tras 48 h con las concentraciones de 1,
100 y 500 pg ml* de extracto usadas, incrementandose este en torno a un 17 % y 30 % en
comparacién con las células control y tratadas con quercetina, respectivamente. Con respecto a
la velocidad de cicatrizacion (Figura 42B), los resultados obtenidos fueron muy variables
observandose Unicamente una velocidad significativamente mas alta que la del control alas 6 h

cuando se usé la concentracién de 1 ug mly a las 48 h con la concentraciéon de 10 ug ml™.
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Figura 41. Imagenes tomadas a diferentes tiempos (0, 24 y 48 h) tras la realizacién de las heridas con un
pretratamiento durante 24 h de los extractos PLE-NX
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Figura 42. Porcentaje de curacién 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 migracion (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 pg ml?). 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 cicatrizacion 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 alifatico) sola o formulada en un complejo sinigrina-fitosoma (un sistema de
encapsulado vesicular) sobre el proceso de cicatrizacion en células HaCaT. Los resultados
obtenidos mostraron que después de 42 h, el complejo sinigrina-fitosoma curé completamente
la herida, mientras que la sinigrina sola mostré solo un 71 % de cierre de la herida, aumentando
tanto la cicatrizacién como la velocidad de migracién celular de las mismas. Asimismo, estudios
clinicos 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
expresion de genes que codifican la queratina 17, homdloga a la 14. De esta forma, la aplicacion
de SFN restaurd la integridad de la piel de estos ratones reduciendo las ampollas que
presentaban, sugiriendo que los glucosinolatos y sus productos de hidrélisis presentan
propiedades beneficiosas para su uso como agentes tdpicos en la reparacion de la piel (Kerns

et al., 2007).
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1. Antecedentesy objetivos

Actualmente predominan las dietas occidentales ricas en grasas y colesterol, las cuales se
consideran responsables en gran parte de la obesidad y de sindromes metabdlicos y que
ademas, han demostrado aumentar la permeabilidad de la barrera intestinal (Ghosh et al.,
2020). Dada la elevada incidencia de estas patologias en la poblacién, una de las afecciones mas
destacadas hoy en dia es la enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) que se trata de una
enfermedad crdénica caracterizada por la inflamacién 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 inflamacion gastrointestinal en la
que se van alternando periodos de recaidas y remision (Bian et al., 2019). La Ell también esta
asociada a diferentes alergias alimentarias y enfermedades autoinmunes como la celiaquia e
incluso la diabetes mellitus de tipo 1 (Angel-Morales et al., 2012; dos Santos et al., 2015).
Algunos mediadores de la inflamacién que estdn implicados en la patogénesis de la Ell son
TNF-q, IL-1B, IL-6 y la molécula de adhesidn intercelular-1 (ICAM-1). De esta forma, un exceso
de mediadores de la inflamacidn en el tejido del colon puede derivar en edema, Ulceras e incluso
carcinogénesis, por lo que una regulacidn efectiva de la secrecion de estos factores inflamatorios

es determinante en el tratamiento de la Ell (Bian et al., 2019).

En este escenario es importante destacar la estructura y funcién del LPS (Figura 43). El
lipopolisacdrido (o endotoxina) es el componente principal de las membranas externas de las
bacterias Gram negativas. Consta de un glucolipido anclado a la membrana celular, denominado
lipido A, unido covalentemente a un heteropolisacarido hidrofilico, llamado nucleo. Algunas
bacterias expresan un heteropolisacarido compuesto por un oligosacarido central unido a un
polimero de oligosacaridos, denominado antigeno O. Se estima que hay aproximadamente

2x10° 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 drgano y desencadenar
una respuesta inflamatoria en la que estan implicados mediadores como el TNF-a y citoquinas
proinflamatorias, entre ellas IL-1a, IL-1B IL-6, IL-8 y la IL-10 (Angel-Morales et al., 2012; Kojima
et al., 2000; Mayeux, 1997). Ademas, cuando se da el caso de que la barrera epitelial esté
dafiada, el LPS también puede atravesarla y penetrar en el torrente sanguineo, llegando a
producir una endotoxemia, e iniciar una respuesta inflamatoria sistémica. Una vez en sangre, el

LPS viaja ligado a la proteina de unidn al LPS (LBP) o a lipoproteinas y asi, interacciona con los
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receptores de superficie de las células del sistema inmunoldgico, lo que inicia una respuesta
inflamatoria que finaliza con la activacién del factor NF-kB, lo cual a su vez promueve un
aumento de la transcripcién de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-1B, y IL-6. Es decir,
en el caso de una disfuncién de la barrera epitelial de la mucosa intestinal, el LPS es capaz de
provocar otras patologias relacionadas con la inflamacidn en otras partes del cuerpo (Angel-
Morales et al., 2012; dos Santos et al., 2015; Ghosh et al., 2020; Wu et al., 2019b). Ademas,
cuando la liberacion continuada de LPS en el intestino unida al predominio de las dietas
mencionadas anteriormente se convierte en una situacidn crénica, la barrera epitelial del
intestino se atrofia puesto que las uniones entre las células de la mucosa epitelial se dafian. Esta

disfuncién de la barrera intestinal es considerada la causa principal de la Ell (Angel-Morales

et al., 2012).
Nucleo Lipido A
~ : ~
Externo | Interno O

Antigeno O

1
:
-
1

.Oligosacérido <_>Hexosa /—/ Heptosa D KDO O—.Glucosamina fosforilada ~~~~ Acido graso

Figura 43. Estructura basica del lipopolisacérido (LPS). KDO: Acido 3-desoxi-D-manooctulosénico

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 brasicaceas ricas en glucosinolatos, y
el riesgo de padecer cancer de colon o enfermedades como la Ell (Verkerk et al., 2009). Se ha
estudiado el uso de compuestos capaces de revertir esta situacion de inflamacién crénica en el
colon como potenciales ingredientes farmacolégicos que sean capaces de aliviar los sintomas de
estas dolencias. De esta forma estaria indicada una dieta rica en compuestos antioxidantes para
el tratamiento o como paliativo de los sintomas de este tipo de enfermedades. Asi 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,
ademas, que el mecanismo de accidn de los glucosinolatos frente a estos trastornos del colon
viene determinado por la modulacién de las enzimas de desintoxicacion, que previene el dafo

al ADN, previniendo asi la apoptosis. Ademas, 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 capitulo se utilizaron los extractos
enriquecidos en glucosinolatos procedentes de los subproductos de brdcoli obtenidos mediante
tecnologias de extraccidon “verdes” como un sistema de proteccién frente a la inflamacién
intestinal inducida por el LPS en una linea celular de miofibroblastos sanos de colon (CCD-18Co)

(Figura 44), por lo que los objetivos generales que se plantean en este capitulo son los siguientes:

1. evaluacién de la actividad citotoxica del extracto enriquecido en glucosinolatos
obtenido mediante extraccion con fluidos presurizados y del LPS sobre la linea celular
CCD-18Co.

2. estudio de los mecanismos protectores desencadenados por los extractos enriquecidos
en glucosinolatos procedentes de los subproductos de brdcoli sobre la linea celular CCD-

18Co expuesta al LPS.

Potencial uso como
nuevo ingrediente
nutracéutico

Actividad antioxidante
frente a ROS

producidas por LPS

Extractos enriquecidos
en compuestos
bioactivos obtenidos
por PLE

Figura 44. Resumen grafico de los objetivos planteados en este capitulo.
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2. Estudios de citotoxicidad de los extractos y del LPS

2.1 Citotoxicidad del extracto enriquecido en glucosinolatos sobre la linea celular
CCD-18Co

Los extractos optimizados enriquecidos en glucosinolatos obtenidos a partir de subproductos de
brécoli Naxos mediante PLE (PLE-NX) se utilizaron para estudios de citotoxicidad sobre la linea
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 linea celular se adquirié del servicio de cultivo de tejidos (SCT)
del Area Cientifica y Técnica de Investigaciéon (ACTI) de la Universidad de Murcia. Tras la
obtencidn de los extractos enriquecidos en glucosinolatos mediante PLE, se llevd a cabo la
evaluacién del efecto citotdxico 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 aifadieron a los pocillos para lograr
concentraciones finales que oscilaron entre 0 y 2.000 pg de extracto ml™* (que se correspondia
con 9,06 pg glucosinolatos ml?). 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 linea celular CCD-18Co se vio
significativamente influenciada tanto por la concentracién del extracto como por el tiempo, asi
como por la interaccién de ambos factores (valor de p< 0,001). Asi, en cuanto al tiempo, la
viabilidad celular se incrementé significativamente siendo esta maxima tras 48 h. A este tiempo,
las células tratadas con las diferentes concentraciones de extracto PLE-NX mostraron una
viabilidad igual al control, a excepcién del tratamiento con 2.000 pg ml! que redujo
significativamente la viabilidad, mientras que las dos concentraciones mas bajas estudiadas (0,1

y 1 ug ml?), no solo no resultaron citotéxicas, sino que, ademas, incrementaron la viabilidad
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celular de manera significativa llegando a alcanzar hasta un 111 y un 114% de viabilidad,

respectivamente.
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Figura 46. (A) Viabilidad de las células CCD-18Co tras 12, 24 y 48 horas de exposicidn a los extractos
obtenidos mediante fluidos presurizados a partir de subproductos de brdécoli Naxos. (B) Analisis 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; R?, coeficiente de correlacién cuadratica.

2.2 Citotoxicidad del LPS

El LPS es considerado uno de los estimulos mds potentes de la inflamacion, 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 brécoli en las vias de sefializacion
celularinvolucradas en lainflamacidén intestinal son bastante limitados. Por lo tanto, el propdsito
de este estudio fue evaluar el efecto del extracto enriquecido en glucosinolatos obtenido
mediante PLE a partir de los subproductos del brécoli sobre algunos marcadores
proinflamatorios y vias de sefalizacidn 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 liberacidon del LPS en las
células de colon, se llevé a cabo un estudio previo sobre el efecto de diferentes concentraciones
de este agente causante de inflamacién. 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 pug ml?), y las células se mantuvieron en cultivo durante 12, 24
y 48 h. Transcurrido el tiempo correspondiente, se determind 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 concentracién de LPS, pero no asi
por la interacciéon de ambos factores, tal y como muestran los resultados del analisis ANOVA.
Asi, la viabilidad celular se incrementé de forma progresiva hasta las 48 h, alcanzandose 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 exposicién en presencia de LPS (1, 2 y 10 ug ml?), en ningln caso, la viabilidad celular fue

inferior al 90 %, indicando que las dosis de LPS empleadas no resultaron ser citotodxicas.

120
pg mit
100 T - 1 | mo
@1
80 o2
©
o o1o0
i 60
>
=
40
20
0
B 12h 24h 48h
SS Df [ F-Ratio p-Value
X,: Concentracién 95,763 2 47,881 3,778 0,043*
X;: Tiempo 387,312 2 193,656 15,279 0,000%**
X, X; 118,464 4 29,616 2,337 0,085
Error 228,138 18 12,674
Total (corr.) 841,124 26
R2 0,729

Figura 47. (A) Viabilidad de las células CCD-18Co tras 12, 24 y 48 horas de exposicién a diferentes
concentraciones a LPS. (B) Analisis 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; R?, coeficiente de correlacién cuadratica.

138



Capitulo llI

3. Aplicaciones nutracéuticas de los extractos enriquecidos en glucosinolatos
en células de colon.

3.1 Efecto de los extractos de subproductos de brdocoli sobre la produccién
intracelular de ROS en miofibroblastos CCD-18Co estimulados con
lipopolisacarido

El mecanismo molecular de la lesién inflamatoria puede atribuirse, al menos parcialmente, a la
generacién y liberacion de ROS a partir de neutrdfilos y macréfagos activados. Esta
sobreproduccion de ROS puede causar lesiones en los tejidos al dafiar las estructuras de la
membrana a través de la peroxidacion de lipidos aumentando ain mas la permeabilidad de Ia
barrera intestinal. Ademads, las ROS propagan la inflamacion al estimular la liberacién de
citoquinas que promueven el reclutamiento de neutréfilos y macréfagos. Por lo tanto, los
radicales libres son mediadores clave que inician o promueven la inflamaciéon y, en
consecuencia, la atenuacion de la inflamacidn en términos de reduccién de marcadores
proinflamatorios esta directamente relacionada con la prevencion de la enfermedad (Geronikaki
& Gavalas, 2006; Hong et al., 2020). Por estas razones se ha considerado la eliminacién de las
ROS mediante la ingesta de compuestos antioxidantes en la dieta como una estrategia para la
mejora de los problemas derivados de la produccidn de estos compuestos (Angel-Morales et al.,
2012; dos Santos et al., 2015). Asi, una vez determinadas las concentraciones de extracto PLE-
NX (1 - 1.000 pg ml?) que no inhibieron el crecimiento celular de células CCD-18Co de
miofibroblastos de colon humano después de 48 h de incubacién (Figura 46) y dado que el LPS
no afecto significativamente la viabilidad celular de los miofibroblastos (Figura 47), se evalud la
actividad antiinflamatoria de los extractos PLE-NX (1 - 1.000 pg ml™) midiendo sus efectos sobre
la produccién de ROS intracelulares en las células CCD-18Co estimuladas con LPS (2 pg-mL?)
(Figura 48). Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con el agente LPS durante 4
h incrementé 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 brdcoli (PLE-NX) durante 24 h expuestas al LPS, la acumulacion
intracelular de ROS se redujo significativamente a medida que se incrementaba la concentracién
de extracto, alcanzando el nivel basal de las células no estimuladas con LPS, en el caso de la
concentracidon mas alta de extracto (1.000 pg ml?), la cual reguld a la baja los niveles de ROS
hasta 0,71 veces en comparacion con las células estimuladas con LPS (p< 0,05). En ningun caso,
el pretratamiento con los extractos PLE-NX permitié reducir el nivel intracelular de ROS en
comparacién con la quercetina, con la cual se consiguio reducir los niveles de ROS en 2,4 veces

en comparacion con las células estimuladas con LPS (p<0,05) (Figura 48).

139



Capitulo llI

2
a
16
3 @ T a @b
£ L T [ abc
812 —  bc
3 T
(%]
Q
§o,s
= d
(¥
= 0,4
0
Q 1 10 50 200 500 1.000
(+) LPS

Figura 48. Unidades relativas de fluorescencia (veces del control) de las células CCD-18Co debido a las
especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas en ausencia y presencia de 2 pg ml™ 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 brécoli pueden
proteger los componentes celulares (por ejemplo, el ADN) del dafio oxidativo debido a su
capacidad para eliminar las ROS, pudiendo de esa forma, desempefiar un papel importante en
la prevencién de ROS lo cual ayudaria a la prevencidon de enfermedades intestinales crénicas. La
reduccion de ROS observada tras el pretratamiento de las células CCD-18Co estimuladas con LPS
con el extracto enriquecido en glucosinolatos de brécoli estd en concordancia con
investigaciones realizadas previamente. En este contexto varias investigaciones han demostrado
la eficacia de la adicién de compuestos con capacidad antioxidante en la reduccién de la
produccidn de ROS en células de colon. Asi, los estudios realizados por dos Santos et al. (2015)
demostraron que el extracto de acai, rico en polifenoles, revirtid parcialmente la generacién 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 extraidos
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 evitd esta induccion,
disminuyendo los niveles de ROS a 0,58 veces, en comparacion 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 brocoli sobre la expresion de genes
relacionados con la inflamacién en miofibroblastos de colon CCD-18Co
estimulados con lipopolisacarido

La patogenia de la inflamacion es un proceso complejo regulado por redes de citoquinas y la
inducciéon de muchos genes proinflamatorios. Cada vez existen mas evidencias de que los
miofibroblastos influyen en la integridad de la mucosa intestinal a través de la secrecién de
citocinas y quimiocinas, cuando se estimulan con LPS, siendo éste uno de los estimulos mas
potentes de la inflamacién 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, asi como en las células epiteliales. Tras la activacién, TLR-4 induce NF-kB,
gue a su vez regula transcripcionalmente la expresion de muchas citoquinas proinflamatorias
(TNF-a e IL-6), moléculas de adhesion (molécula de adhesion intracelular-1 (ICAM-1) y moléculas
de adhesion de células vasculares—1 (VCAM-1)), y también activa la expresién de COX-2, enzima
requerida en la sintesis de PGE2 como mediador proinflamatorio (dos Santos et al., 2015). Estos
mediadores de la inflamacidn actian como biomarcadores que permiten cuantificar la gravedad
de la inflamacién celular y la disminucién de su expresién se encuentra relacionada con la

actividad antinflamatoria (Venancio et al., 2017).

Tras determinar los efectos del LPS sobre la produccion de ROS se estudié el efecto del
pretratamiento con diferentes concentraciones de extractos PLE-NX sobre los niveles de
expresion de diferentes genes relacionados con los procesos inflamatorios (/L-186, IL-6, IL-8, TNF-
oy COX-2 en células de colon sano CCD-18Co estimulados con LPS mediante qRT-PCR (Figura
49). El andlisis ANOVA mostré que tanto el tratamiento con LPS, la concentracién de los
extractos como el tiempo, de manera independiente, influyeron de manera estadisticamente
significativa en la expresidn de los genes analizados, asi como la combinaciéon de estos factores

(p-value < 0,001).

El analisis del perfil de expresién del gen correspondiente a la citoquina proinflamatoria /IL-18
(Figura 49A) mostré un maximo de expresién 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 concentracién de 10 g
ml? dio lugar a un descenso significativo en la acumulacién de transcritos conforme se
incrementaba la concentracién de extracto, del orden de 14,3y 2,16 veces inferior, con respecto

a las células estimuladas con LPS y sin estimular, respectivamente.
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Figura 49. Variacion de la expresidn relativa (veces del control) de los genes que codifican para citoquinas
proinflamatorias /L-18 (A) IL-6 (B), IL-8 (C), TNF-a (D) y COX-2 (E) en células CCD-18Co pretratadas con
diferentes concentraciones de extracto PLE-NX (0,1, 1, 10, 50 y 200 pg extracto mL?) tras 2, 8, 14Y 24 h
desde la exposicién a 2 pg mL* de lipopolisacarido (LPS). Los valores muestran la media + DE de tres
réplicas independientes. El control LPS (-) con valor de referencia = 1 se utilizd para normalizar los niveles
de expresion relativos de cada gen. Los niveles de transcritos se calcularon usando el gen GADPH como

control interno. Valores F de ANOVA de dos vias 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 pg ml?, en donde alcanzaron 352 y 807 veces el
valor del control, respectivamente, para luego mostrar una caida hasta los niveles del control

con la concentracién mas alta, 200 pg ml™(Figura 49A).

En cuanto al analisis del perfil de expresién del gen IL-6 (Figura 49B), se observé un ligero pero
significativo aumento tras 2 h desde la aplicacién del LPS, el cual duplicé la acumulacién de
transcritos con respecto a las células no tratadas. Sin embargo, a ese tiempo, el pretratamiento
con 10y 50 pg ml™* de extracto PLE-NX provoco un descenso significativo en el nivel de expresidn
de este gen, alcanzando en estos casos valores similares al control no estimulado con LPS.
Ademads, como se observa en la Figura 49B, se observé un aumento significativo en el perfil de
la expresidn del gen IL-6 tras 8 h desde la estimulacidn con la endotoxina y el pretratamiento
con los extractos PLE-NX enriquecidos en glucosinolatos, a cualquiera de las concentraciones
ensayadas provoco un descenso significativo en la acumulacién de transcritos con respecto al
control sin estimular, e incluso a niveles inferiores a la expresién en células no estimuladas. Este
efecto se mantuvo a las 14 h desde la estimulacién, aunque en este caso, cabe destacar que ni
estimulacion con LPS solo, o en combinacidn con el extracto alterd el perfil de expresion del gen
IL-6, sino que la acumulaciéon de transcritos fue menor incluso que en el control sin estimular.
Finalmente, trascurridas 24 h desde la estimulacion con LPS en combinaciéon con el
pretratamiento con los extractos, el nivel de expresion de todas las condiciones se iguald a las
del control, a excepcidn de las obtenidas en células expuestas a 10y 50 pug ml™* de extracto PLE-
NX, que mostraron una expresion de orden de 18 y 25 veces superior al control, respectivamente

(Figura 498B).

Del mismo modo, se evalué la capacidad del extracto PLE-NX para modular la expresion génica
de IL-8 en miofibroblastos de colon después de la estimulacidn con LPS (Figura 49C). En este
caso, se observd claramente un aumento significativo en la acumulacion de transcritos tanto en
células control (estimuladas con LPS) como en las tratadas con las diferentes concentraciones
de extracto PLE-NX. Asi, tras 8 h se observé un maximo de expresién en presencia de LPS del
orden de 7,7 veces la expresion del gen en condiciones normales (no estimuladas) y este
aumento se alivid tras el pretratamiento con el extracto, siendo este descenso mas acusado
cuando las células se trataron con 0,1 ug ml de extracto, en donde el nivel de expresién fue del

orden de 24,8 veces inferior al obtenido en células estimuladas con la endotoxina. Ademas, al
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igual que ocurria con la expresién el gen IL-18, tras 24 h se produjo un leve pero significativo
aumento en el nivel de expresion del gen tras el tratamiento con LPS, pero este aumento fue
mucho mayor en presencia de 10 y 50 pg ml™?, en donde alcanzaron 30,7 y 20,4 veces el valor

del control, respectivamente.

Por otro lado, también se estudié el nivel de expresion del gen que codifica para la citoquina
TNF-a (Figura 49D). Como se puede observar en la Figura, el andlisis mediante qRT-PCR mostro
que, la estimulaciéon con la endotoxina LPS en ausencia de extracto, dio lugar a dos picos
maximos de expresion, a las 2 y 24 h desde la estimulacidn, siendo éstos del orden de 6,8 y 3,6
veces superior al nivel de expresion del control. Solo el pretratamiento con 10 pug ml™ de extracto
PLE-NX consiguié reducir la expresion de este marcador de inflamacién hasta 1,5 veces la
expresion en células estimuladas con LPS tras 2 h. Por el contrario, el aumento en laacumulacidn
de transcritos observado tras 24 h desde la estimulacidn con LPS no se consiguid revertir tras el
pretratamiento con ninguna de las concentraciones de extracto PLE-NX ensayadas sino todo lo
contrario, ya que se observd un fuerte incremento en la expresién del gen TNF-a tras la
aplicacion de 10 y 50 pg ml™? cuya expresidn se vio incrementada en torno a 414 y 157 veces

respectivamente con respecto al control.

Por ultimo, se determind el perfil de expresion del gen que codifica para COX-2 (Figura 49E).
Como puede apreciarse, la estimulacidon con LPS incrementd considerablemente el nivel de
expresion del gen COX-2 tras 14 h desde la aplicacién, alcanzandose en ese punto, una
acumulacién 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 sobreexpresién producida por el LPS
se vio significativamente reducida hasta alcanzar los niveles del control en las células pretratadas
con 0,1, 1y 50 pg mlt del extracto PLE-NX. Sin embargo, se observd un aumento generalizado
en la expresién 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 excepcién de la

concentracién mas baja (0,1 ug ml?).

A partir de los modelos tanto in vitro como in vivo con animales de experimentacién se ha
conseguido comprender los mecanismos inflamatorios que ocurren a nivel intestinal en
condiciones como la Ell. Estos mecanismos se centran sobre todo en la pérdida de la integridad
de la membrana y la acumulacion de ROS y citoquinas. Asi, en trastornos del intestino como la
colitis ulcerosa existe un aumento de mediadores inflamatorios como la IL-1B, IL-6, IL-8 0 el TNF-
o (Wang et al., 2018). Ademas, estos estados de inflamacidn crdnica se encuentran fuertemente

asociados con el desarrollo del cancer (Jeffery & Araya, 2009). En este escenario, se ha

144



Capitulo llI

establecido también una conexion entre la expresion de COX-2 (y por tanto de la produccién de
PGE2) en lineas celulares de carcinoma de colon estimuladas con LPS. La produccion de PGE2 se
encuentra también asociada a la activacién del factor nuclear NF-kB. Asi, el LPS puede actuar
como un factor estimulante del crecimiento autocrino que provoque la aparicidon de células

tumorales por la exposicion a la flora coldnica o por endotoxemia (Kojima et al., 2000).

Teniendo esto en cuenta, se han reportado numerosos beneficios de la toma de farmacos
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
infamacion podrian ser considerados como terapia para algunos tipos de cancer. 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 cisteina) asi como los pro- y pre-biéticos (Ghosh
et al., 2020). Como se ha comprobado, la relacién entre la produccidon de ROS y la expresion
génica de diferentes moléculas relacionadas con la inflamacién (Herr & Bichler, 2010) los
mismos extractos que presentaron una induccién de la reduccidon 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-a, COX-2, NF-kB, VCAM-1 e ICAM-1, en el caso de
polifenoles de acai (dos Santos et al., 2015). También el kaempferol ha demostrado ser un
inhibidor de la expresién de genes inflamatorios como TNF-a, IL-1B, interleucina-6, ICAM-1 y
VCAM-1 inducidos por LPS en un modelo celular de inflamacién intestinal (RIMVEC) al inhibir Ia
sefializacion de NF-kB (Bian et al., 2019). Otros compuestos con capacidad antioxidante como
las antocianinas extraidas de Chrysobalanus icaco L. también han demostrado su capacidad para
disminuir la expresién de TNF-a, IL-1P3, IL-6 y NF-kB en células tumorales de colon asi como de la
produccidn de ROS (Venancio et al., 2017) o la paeoniflorina (compuesto bioactivo mayoritario
obtenido de la planta Paeonia lactiflora Pallas) que también demostrd ser un buen candidato
como ingrediente terapéutico en la Ell, puesto que tras su aplicacién en células de colon
estimuladas con LPS provocaron un aumento significativo del valor de la resistencia eléctrica
transepitelial (TEER, unindicador de laintegridad de la barrera epitelial intestinal), asi como una
inhibicion de la expresién de COX-2 (también inducida por LPS), de TNF-a 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 etal.,, 2013), extractos de
Chrysobalanus icaco L. (Venancio etal.,, 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 expresidn de diferentes marcadores de inflamacién como NF-kB, IL-1B, IL-6 e IL-8, reduciendo

ademas la produccién de ROS.

Con relacion al brocoli, los estudios realizados en este ambito han sido varios. En ese sentido,
Samuel et al. (2015) observaron una disminucién en el nivel de IL-8 en suero de ratones
alimentados con jugo de brdcoli cocinado al vapor, probablemente debido al contenido del
brécoli en SFN que es capaz de inhibir NF-kB, y por tanto, disminuir la expresion de este tipo de
mediadores de inflamacidn. Asimismo, dietas ricas en extractos de brdcoli promovieron la salud
intestinal mejorando la barrera intestinal en modelos de Ell murinos, ademds de reducir
mediadores inflamatorios entre los que se encuentra COX-2 (Mueller et al., 2013). Por otro lado,
Dominguez-Perles et al. (2012) exploraron el uso de extractos de hojas de brécoli para
enriquecer infusiones de té verde. La combinacién de los compuestos bioactivos de ambas
especies (glucosinolatos, acidos hidroxicinamicos y flavonoles y catequinas) dio lugar a un
aumento en la actividad antitumoral en cultivos de cdncer de colon. En cuanto al efecto de la
coccidn del brécoli también se ha estudiado sobre modelos de ratén 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
consumia brdcoli crudo. El consumo de brdcoli en cualquiera de las dos formas evidencié una
actividad disminuida de la enfermedad, mostrando una menor reduccién 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. Ademas, la expresidn de /L-6 también se vio disminuida
en los grupos de animales que consumieron brdcoli tanto crudo como cocinado. Estos resultados
sugieren la posible conversion efectiva de los glucosinolatos a sus isotiocianatos, por parte de la

microbiota intestinal.

Basandonos en estos estudios y a la vista de los resultados obtenidos, los extractos enriquecidos
en glucosinolatos obtenidos de subproductos de brécoli mediante PLE podrian considerarse
como potenciales ingredientes para la obtencion de nuevos farmacos para el tratamiento de la
Ell. Asi, el efecto observado tras los analisis de los diferentes marcadores inflamatorios en
respuesta a la estimulacion con LPS podrian deberse al elevado contenido en glucorafaninay 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 suplementacion con
glucorafanina en la dieta de ratones, usados como modelo de colitis, redujo la expresion de las
citoquinas inflamatorias IL-1B, IL-18 y TNF-a, activd Nrf2 y alivié el estrés oxidativo, por lo que

se sugirid 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 hidrdlisis de la glucobrasicina) fue capaz de disminuir significativamente
la expresidn intestinal de NF-kB y de varios factores inflamatorios como el TNF-a, IL-1B, 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 mas prometedor, concretamente sobre el efecto
del SFN en la salud intestinal. Estos estudios sugieren que el mecanismo de accién del SFN
implica la traslocacién del factor Nrf2 al nucleo celular, donde se une a los elementos de
respuesta antioxidantes (ARE) en la regidon promotora de varias enzimas de desintoxicacién de
fase Il (Jeffery & Araya, 2009; Zhao et al., 2018). Este compuesto ha demostrado inhibir, de
manera dependiente de la dosis, la produccién de citoquinas inflamatorias como TNF-a, IL-1p e
IL-6 en cultivos celulares de cancer de colon (Bessler & Djaldetti, 2018). También ha demostrado
erradicar cepas de Helicobacter pylori causantes de dafio intestinal como la gastritis y Ulceras
pépticas (Fahey et al., 2002), asi como de inhibir la proliferacion de células de cancer 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 suplementacion de SFN en la dieta de ratones tratados con 5-
fluorouracilo mejoré la lesién intestinal causada por el tratamiento, ademas de aliviar la pérdida
de peso, reparar la estructura del epitelio dafiado tanto en el yeyuno como en el colon, reducir
la inflamacidn intestinal (disminuyendo la expresiéon de NF-kB y aumentando la de Nrf2) y curar

la permeabilidad intestinal.
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Se ha establecido como procesado 6ptimo, el triturado de los tallos y las hojas en fresco a un
tamano de 100 um y su posterior secado a 55 °C durante 24 h para la obtencién de subproductos
en seco y la posterior realizaciéon de los diferentes procedimientos de extraccidon de compuestos
bioactivos.

La aplicacidn de técnicas de extraccidon avanzadas con solventes respetuosos con el medio
ambiente para evaluar la revalorizacién de los subproductos de brécoli, en comparacién con la
extraccién convencional, ha permitido desarrollar un disefio experimental basado en el modelo
de superficie de respuesta (RSM) para optimizar y validar los procedimientos de extraccidn de
compuestos bioactivos basados en fluidos supercriticos (SFE) y fluidos presurizados (PLE) en los
subproductos de brdcoli.

La optimizacion de la extraccién de compuestos bioactivos a partir de subproductos de brécoli
basada en SFE mostrd que la temperatura, la presion, el tiempo de procesamiento, el flujo y el
porcentaje de etanol influyeron significativamente en la extracciéon de compuestos bioactivos.
Las condiciones dptimas de la SFE para maximizar la recuperacidn de B-caroteno fueron: 40 °C,
443 bar, etanol al 7%, 31 g min de caudal y 68 min dando como resultado un extracto mucho
mas rico en compuestos bioactivos totales (f-caroteno, compuestos fendlicos totales, clorofilas,
fitoesteroles y a-tocoferol) que los extractos convencionales, lo que a su vez se correlacioné con
una mayor actividad antioxidante.

Se ha desarrollado y optimizado un procedimiento de extraccién eficiente de glucosinolatos a
partir de subproductos de brdécoli basado en PLE (utilizando etanol/agua como disolvente)
siendo los valores éptimos de las condiciones PLE para la extraccidn 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 brécoli.
El extracto enriquecido en compuestos bioactivos mediante SFE obtenido a partir de
subproductos de brécoli exhibié una alta actividad antioxidante y un efecto citoprotector sobre
la linea celular de queratinocitos (HaCaT) expuestos a la luz UV-B permitiendo reducir
eficazmente el contenido intracelular de ROS inducidas por este tipo de radiacién, asi como
revertir eficazmente el aumento de las citoquinas proinflamatorias inducidas por la radiacion
UV-B (IL-1B, IL-6, IL-78,TNF-a y COX-2) en las células HaCaT.

Los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos y en glucosinolatos obtenidos mediante
SFE y PLE, procedentes de los subproductos de brécoli podrian ser un excelente agente
terapéutico potencial para la reparacién de heridas en la piel, tal y como demuestran los
resultados del estudio de la cicatrizacién de heridas en queratinocitos pretratados con los

diferentes extractos.
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El extracto enriquecido en glucosinolatos obtenido mediante PLE a partir de subproductos de
brécoli posee propiedades antiinflamatorias en células de colon CCD-18Co estimuladas con LPS,
y presenta capacidad potencial para atenuar la produccion de algunos marcadores
proinflamatorios (IL-1B, IL-6, IL-8 y COX-2), ademas de ser un potencial antioxidante, capaz de
revertir la acumulaciéon intracelular de ROS. No obstante, se requieren estudios
complementarios que corroboren dicha aplicacion, para que pueda ser considerado como un

prometedor componente dietético antiinflamatorio.

Estos resultados demuestran que los extractos procedentes de subproductos de brécoli tienen
una utilidad potencial como aditivos de productos cosméticos y nutracéuticos que ofrecen
proteccion contra el dafio por estrés oxidativo, proporcionando una base sdlida para estudios
mas profundos con el fin de evaluar su eficacia en la prevencidn del dafio y el fotoenvejecimiento
causado por los rayos UV-B, asi como contra la inflamacién intestinal y enfermedades asociadas.
Ademas, permitira a la empresa AGRICOLA SANTA EULALIA dar un importante salto cualitativo
en su gama de productos, al especializarse en la generacién 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 produccién.
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1. Aplicacion de los extractos en el sector de la alimentacion

Generalmente, se conoce como alimento funcional, al alimento comercializado que contiene
ingredientes agregados desarrollados tecnoldégicamente y que aportan algin beneficio
especifico para la salud (Sir6 et al., 2008). Existe, ademas, una creciente demanda de nuevos
productos en el mercado de alimentos. Sin embargo, a la hora de la introduccidon de nuevos
alimentos en el mercado, asi como de nuevas técnicas de produccién 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 razén es por la que
hasta un 80 % de los nuevos alimentos funcionales fracasan. Algunos de los factores que hacen
gue estos nuevos alimentos no sean aceptados por los consumidores son la falta de garantia de
su seguridad para la salud humana y el medio ambiente, lo que genera desconfianza en el
consumidor. Asi, existe una tendencia a elegir alimentos que consideran sanos entre los que se
incluyen alimentos frescos, sobre todo aquellos con una mayor proporcidn de frutas y verduras
(Siddiqui et al., 2022). Es por esto, que los nuevos productos son sometidos a diferentes pruebas
de aceptabilidad o heddnicas que evaltan el grado de aceptacidn de posibles nuevos productos.
En estos test de aceptabilidad, los catadores evallan cuanto les gusta o les disgusta la muestra
en términos de propiedades sensoriales especificas como pueden ser la apariencia, sabor, color,

olor o textura, asi como la aceptacién general (Fiorentini et al., 2020).

Teniendo en cuenta las dificultades que presenta la introduccién de un nuevo alimento, y por lo
tanto, su éxito en el mercado, se han desarrollado las escalas heddnicas y las pruebas de
preferencia, que son instrumentos imprescindibles que se utilizan a la hora de la toma de
decisiones sobre la introduccién en el mercado de nuevos alimentos (Hersleth et al., 2005). Por
ello, se llevaron cabo sendas pruebas de aceptacién para el humus y la crema de verduras
elaboradas a partir de los extractos de los subproductos de brécoli. La evaluacidn sensorial y
aceptacion de nuevos alimentos por parte del consumidor se encuentra influenciada no solo por
las caracteristicas 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 percepcidn sensorial y al gusto en
general (Fiorentini et al., 2020). Las pruebas hedodnicas llevadas a cabo en laboratorio son las
mas recomendadas puesto que el entorno estd mas controlado y existe menos probabilidad de

gue las variables ambientales o el estimulo social alteren la percepcion del producto. De esta
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forma se permite al panelista centrarse en las caracteristicas sensoriales de la muestra (Hersleth

et al., 2005).

Extractos
enriquecidos en
compuestos
bioactivos
obtenidos por
extraccion acuosa

¢ Y

Hummus Vichyssoise
enriquecido en enriquecido en
compuestos compuestos
bioactivos bioactivos

S M/

Potencial uso como
nuevo ingrediente en
alimentacion

Figura 1. Resumen grafico de los objetivos planteados en este anexo.
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2. Extracciony cuantificacion de los compuestos bioactivos hidrosolubles sin
el uso de disolventes organicos

Actualmente, se estan investigando nuevas tecnologias y métodos de extraccién 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 extraccién de compuestos
hidrosolubles sin el uso de disolventes orgdnicos, a partir de los subproductos que se generan
en la industria del procesado de brdcoli en fresco, constituye una alternativa a los procesos de

extraccidon convencionales.

Para este tipo de extraccidn se utilizaron los subproductos frescos de brdécoli de la variedad
Bellaverde, sin secar siguiendo la metodologia descrita en el Capitulo 1. Para ello, los tallos y
hojas se cortaron en dados de 10x10 mm y mezclaron en proporcion 3:1, hoja/tallo,
obteniéndose 16 kg de muestra cortada. Una vez realizado el proceso de extraccidn acuosa se
obtuvieron 6,32 Kg con 6 °Brix. Las condiciones del proceso de obtencion del extracto seco de

esta variedad se describen en |la Tabla 1 siendo el rendimiento de esta extraccién del 0,76 %.

Tabla 1. Peso de los subproductos de brécoli de la variedad Bellaverde sometidos a la extraccidn acuosa
antes y después de la extraccion, tras su concentracién y tras su atomizacion.

Parametros Bellaverde
Peso de subproducto (kg) 16
Liquido sin concentrar (kg) 62
Peso concentrado (kg) 6,32
Peso atomizado (g) 121,2

Finalmente, el extracto se atomizd, obteniéndose 121,2 gramos de extracto polvo (Figura 2).

Figura 2. Extracto atomizado de los subproductos de brdcoli de la variedad Bellaverde obtenido
mediante la extraccidn sin el uso de disolventes organicos.
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2.1 Andlisis nutricional del extracto obtenido mediante extraccién sin el uso de
disolventes orgdnicos

Una vez obtenido el extracto enriquecido en compuestos hidrosolubles, tras la extraccién sin el
uso de disolventes organicos de los subproductos de brécoli Bellaverde, se llevé a cabo un
analisis de los componentes nutricionales (Tabla 2). Como se puede observar, el analisis
nutricional del extracto revelé que el subproducto de brdcoli de la variedad Bellaverde presenta
un elevado contenido en fibra alimentaria (28,4 g 100 g %) que fue del orden de 3,2 veces superior
a las otras variedades analizadas en el Capitulo 1 (8,9 y 8,2 g 100 g* en brécoli Parthenon y

Naxos, respectivamente).

Tabla 2. Composicién nutricional de los extractos enriquecidos en compuestos bioactivos hidrosolubles

Composicion (g 100g?) Bellaverde
Acidos grasos saturados <0,1
Azucares totales 14,2
Fibra alimentaria 28,4
Cenizas totales 41,1
Cloruro sédico 16,80
Grasa 1,0
Hidratos de carbono 39,6
Humedad 1,5
Proteinas 16,8
Vitamina C (mg kg?) 87
Valor energético (kcal/kj) 178/740

obtenidos a partir de los subproductos de brécoli Bellaverde.

Este elevado contenido en fibra alimentaria hace interesante su recuperacién tanto por sus
propiedades nutricionales como por sus propiedades gelificantes que permitirian el uso de este
componente como sustitutivo de los aditivos gelificantes que se utilizan hoy en dia para la
elaboracidn de alimentos en distintos sectores que van desde las bebidas, hasta los productos
de reposteria y de origen carnico (Cafias et al., 2011). Por ello, se llevaron a cabo pruebas de
elaboracion de nuevos alimentos funcionales que incorporasen el extracto hidrosoluble
obtenido a partir de los subproductos de la variedad Bellaverde con potencial para su
incorporacién como nuevo ingrediente en alimentos funcionales (Figura 1). Para ello se
seleccionaron para su elaboracién dos tipos de alimentos en los que incluir estos extractos: un

humus y una crema de verduras.
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3. Incorporacion de los extractos procedentes de la extraccion sin el uso de
disolventes organicos de los subproductos de brdocoli en alimentos

Para la elaboracién de alimentos se utilizaron los extractos procedentes de la extraccion sin el
uso de disolventes organicos de los subproductos de brécoli de la variedad Bellaverde. Todos
los ensayos se realizaron en colaboracidn con el Centro Tecnoldgico Nacional de la Conserva
(CTC). Los dos productos elaborados con los extractos acuosos de subproductos de brécoli
Bellaverde fueron evaluados por un panel compuesto por 60 participantes no entrenados. El
disefio experimental para el estudio de aceptacion de alimentos entre los consumidores fue
disefiado de acuerdo con las siguientes normas: UNE-ISO 6658:2019, UNE-ISO 4121:2006 y UNE-
EN-ISO 5492:2010. La prueba se realizé 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 limite de tiempo, cada uno de los atributos
de los productos (color, olor, sabor, textura y valoracion global) en una escala hedédnica de 5
puntos, en donde 1 significd “Me desagrada mucho” y 5 correspondia a “Me gusta mucho”. Al
final del cuestionario se dejo un espacio en blanco para que los consumidores pudieran, en caso
de desearlo, dejar alglin dato o sugerencia que considerase interesante sefialar, asi como que
indicaran si creyeron que se habia dejado olvidado algun otro atributo que fuera importante

considerar en este tipo de productos.

3.1 Elaboracion de un humus con extracto de subproductos de brocoli

Los extractos hidrosolubles de brécoli Bellaverde se utilizaron en la elaboracion de un humus.
Para su preparacién se introdujeron los siguientes ingredientes en un procesador de alimentos:
garbanzo cocido, sésamo, zumo de limén, aceite, extracto de brdcoli (8 %), comino, sal y ajoy

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 brdécoli Bellaverde.
Una vez elaborado el humus, se determind la composicion nutricional de este (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion nutricional del humus relaborado con extracto de subproductos de brécoli de la
variedad Bellaverde como ingrediente.

Determinacion(g 100g?) Humus + extracto brécoli
Vitamina C (mg kg?) <55
Acidos grasos saturados 2,6
Azucares totales 2,5
Fibra alimentaria 5,7
Cenizas totales 3,8
Cloruro sodico 1,89
Grasa 19,3
Hidratos de carbono 12,8
Humedad 53,2
Proteinas 5,2
Valor energético (kcal 100 g1) 257
Valor energético (kJ 100 g %) 1066

Una vez elaborado el humus con el extracto acuoso de brécoli de la variedad Bellaverde se
realizd el andlisis 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:

Parametro Puntuacion
Color 3,68
Olor 3,40
Sabor 3,65
Textura 3,80
Valoracion global 3,53

Como se observa en los resultados obtenidos de la valoracion de los diferentes parametros,

todos obtuvieron una evaluacién superior a 3 (siendo 5 la maxima puntuacién), el minimo
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aceptable. Esto indica que, en general, la poblacién aceptaria este nuevo alimento. Ademas, la
calificacion global del producto fue de 3,53, es decir, se superd el valor minimo de aceptabilidad.
Resultados similares se obtuvieron en los ensayos de Losano et al., (2021), quienes introdujeron
subproductos de garbanzo en la elaboraciéon de un humus con efecto prebidtico que también
consiguié la aceptacién general del grupo de panelistas que realizaron la cata. Finalmente, la
aceptabilidad del producto se establecié observando el porcentaje de consumidores que evalué
globalmente el producto por encima de 3 (valor minimo de aceptabilidad), que fue del 82 % de
los encuestados. Es decir, el 82 % de los panelistas que probaron el humus elaborado con

subproductos de brdcoli lo calificaron como aceptable.

3.2 Elaboracion de una crema de verduras con subproductos de brocoli

Con el extracto hidrosoluble obtenido de subproductos de brécoli Bellaverde también se elaboré
una crema de puerro (vichyssoise) con los siguientes ingredientes: puerro, mantequilla, nata,
agua, sal y extracto de brdcoli (1,2 %). Todos los ingredientes se introdujeron en un procesador

de alimentos y se batieron hasta que quedd una crema homogénea (Figura 4).

Figura 4. Crema de puerro realizada con extracto de brécoli obtenido de la variedad Bellaverde.

Tras la elaboracién de la crema vegetal con extracto de brdcoli se determiné la composicién
nutricional (Tabla 4).
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Tabla 4. Composicidn nutricional de la crema vegetal elaborada con extracto de subproductos de brécoli
de la variedad Bellaverde como ingrediente.

Vichyssoise +

Determinacion(g 100g?) extracto brécoli

Vitamina C (mg kg?) <55
Acidos grasos saturados 2,9
Azicares totales 3,1
Fibra alimentaria 2,3
Cenizas totales 1,8
Cloruro sédico 0,90
Grasa 51
Hidratos de carbono 10,9
Humedad 80,7
Proteinas 1,5
Valor energético (kcal 100 g1) 91
Valor energético (k) 100 g?) 379

Una vez elaborada la vichyssoise con el extracto hidrosoluble procedente de subproductos de
brdécoli Bellaverde se llevd a cabo el mismo andlisis sensorial que con el humus. 60 panelistas
respondieron el cuestionario que se les entregd previamente y los resultados obtenidos se

muestran a continuacion:

Parametro Puntuacidn
Color 4,27
Olor 4,22
Sabor 4,70
Textura 4,60

Valoracion global 4,48

Como se observa en los resultados obtenidos de la valoracion de los diferentes pardmetros,
todos obtuvieron una evaluacién superior a la aceptable (minimo de 3) en todos los atributos
evaluados. Esto indica que, en general, la poblacion también aceptaria este nuevo alimento.
Ademas, la calificacién global del producto fue de 4,48, superando el valor minimo de
aceptabilidad. En el caso de la aceptabilidad del producto, se determind comprobando el
porcentaje de consumidores que evaluaron por encima de 3 la valoracion global de la crema de
verduras, que en este caso fue del 100 % de consumidores. En todos los casos estudiados los

coeficientes de variacion fueron menores al 50 % lo que garantiza la fiabilidad de los resultados.

Con estos resultados podemos asegurar que la inclusion de estos subproductos en nuevos
alimentos seria bien recibida por el publico puesto que, en ambos casos, la elaboracién del
humus y de la crema vegetal, la aceptacion fue positiva para la mayoria de los consumidores que

realizaron la cata.
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