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RESUMEN

El desperdicio y la generacidn de residuos alimentarios son grandes desafios para la industria
alimentaria. La valorizacion de estos se plantea como una alternativa que fomenta la economia
circular y contribuye a sistemas alimentarios mas sostenibles. Los desechos de frutas y hortalizas
son generalmente tratados como material de bajo valor, pese a ser una fuente importante de
nutrientes y compuestos bioactivos. Particularmente, el brdcoli es rico en vitaminas, fibra,
compuestos fendlicos, glucosinolatos y sus productos de hidrdlisis, los isotiocianatos. La
obtencion de ingredientes en polvo a partir de frutas y hortalizas ha cobrado interés en los
ultimos afios debido a su estabilidad y versatilidad; asi como la tendencia por su obtencién a
partir de destrios o residuos alimentarios comestibles. Por otro lado, la fermentacién es una
operacién unitaria que permite conservar eficientemente alimentos gracias a la formacién de
acidos organicos y metabolitos con caracter antimicrobiano y antioxidante. Ademas, los
microorganismos utilizados en la fermentacién liberan enzimas que degradan el sustrato,
mejorando asi su composicion nutricional. El uso de microorganismos probidticos podria dar
lugar a un producto beneficioso para la salud si se ingiere en cantidades adecuadas. Finalmente,
la valoracion funcional de un alimento requiere del estudio de su respuesta a la digestion in vitro,
lo que permite determinar su potencial una vez ingerido. Asi pues, el presente trabajo fin de
grado tiene como objetivo la obtencién de polvos a partir de residuos de tallo de brécoli y la
evaluacion del efecto del procesado, fundamentalmente las etapas de fermentacion y secado,
sobre las propiedades de los productos en polvo obtenidos, asi como la respuesta de estos a la
digestién simulada in vitro.

Para tal fin, el residuo de brdcoli fue triturado, pasteurizado y sometido a las operaciones de
fermentacion con Lactobacillus plantarum (24 h), secado por aire caliente (50, 60, 70 y 70-50 °C)
o liofilizacién, y molienda final para obtener un polvo fino. Del mismo modo, se obtuvieron
productos en polvo a partir de residuo no fermentado. Los productos en polvo obtenidos se
caracterizaron en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas y antioxidantes: humedad, actividad
de agua, sdlidos solubles totales, fenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante por
DPPH y ABTS, asi como, en lo polvos fermentados, su contenido en microorganismo probidtico.
También se analizé la liberacidon de compuestos antioxidantes durante la digestidn in vitro y la
viabilidad del microorganismo.

Los resultados del presente trabajo confirmaron que las operaciones aplicadas sobre el tallo
de brdcoli permitieron obtener productos en polvo con propiedades mejoradas. Estos productos
son estables y adecuados para su uso como ingrediente funcional para la fortificacién de
alimentos. Concretamente, el secado por aire caliente a 60 °C y la liofilizacidon presentaron
resultados prometedores y su respuesta a la digestion simulada in vitro confirma la
bioaccesibilidad de sus compuestos bioactivos. En definitiva, los productos en polvo obtenidos a
partir de residuos de brdcoli podrian ser reincorporados a la cadena alimentaria como
ingredientes funcionales.

Este trabajo se relaciona con los siguientes ODS de la Agenda 2030: 2, 3y 12.

Palabras clave: brécoli, digestion in vitro, fermentacién, ingredientes en polvo, Lactobacillus
plantarum, propiedades antioxidantes, secado por aire caliente, liofilizacién, valorizacion de
residuos



ABSTRACT

Food waste is a major challenge for the food industry. Waste recovery is seen as an alternative
that promotes the circular economy and contributes to more sustainable food systems. Fruit and
vegetable waste is generally treated as low-value material, despite being an important source of
nutrients and bioactive compounds. Broccoli is rich in vitamins, fibre, phenolic compounds,
glucosinolates and their hydrolysis products, isothiocyanates. The production of powdered
ingredients from fruits and vegetables has gained interest in recent years due to their stability
and versatility, as well as the trend towards obtaining them from waste or edible food waste. On
the other hand, fermentation is a unitary operation that allows efficient food preservation thanks
to the formation of organic acids and metabolites with antimicrobial and antioxidant properties.
In addition, the microorganisms used in fermentation release enzymes that degrade the
substrate, thus improving its nutritional composition. The use of probiotic microorganisms could
result in a health-promoting product if ingested in adequate amounts. Finally, the functional
assessment of a food requires the study of its response to in vitro digestion, which makes it
possible to determine its potential once ingested. Thus, the aim of this final degree project is to
obtain powders from broccoli stalk residues and to evaluate the effect of processing, mainly the
fermentation and drying stages, on the properties of the powdered products obtained, as well
as their response to simulated in vitro digestion.

For this purpose, the broccoli residue was grinded, pasteurised and subjected to the
operations of fermentation with Lactobacillus plantarum (24 h), hot air drying (50, 60, 70 and
70-50 °C) or freeze-drying, and final grinding to obtain a fine powder. Similarly, powdered
products were obtained from unfermented residue. The powdered products obtained were
characterised in terms of their physicochemical and antioxidant properties: moisture, water
activity, total soluble solids, total phenols, total flavonoids, and antioxidant activity by DPPH and
ABTS, as well as, in the fermented powders, their probiotic microorganism content. The release
of antioxidant compounds during in vitro digestion and the viability of the microorganism were
also analysed.

The results of the present work confirmed that the operations applied on broccoli stalk allow
obtaining powdered products with improved properties depending on the process variables.
These are stable and suitable for use as functional ingredients in food fortification. In particular,
hot air drying at 60 °C and freeze-drying showed promising results and their response to in vitro
simulated digestion confirms their bioaccessibility. Ultimately, powdered products obtained
from broccoli waste could be reintroduced into the food chain as functional ingredients.

This work relates to the following SDGs of the 2030 Agenda: 2, 3 and 12.

Keywords: antioxidant properties, broccoli, fermentation, freeze-drying, hot air drying, in
vitro digestion, Lactobacillus plantarum, powdered ingredients, waste valorization
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1. INTRODUCCION
1.1 GENERACION DE RESIDUOS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

El sistema alimentario se rige por un mercado lineal que utiliza los recursos naturales sin
aprovechar su potencial de reutilizacion o reciclaje (Rico-Lugo et al., 2023) dando lugar a un
sistema agricola insostenible en el que aumentan las emisiones de carbono, la pérdida de
biodiversidad y el agotamiento de los recursos naturales (Campbell et al., 2017), algo que sitla
al sector alimentario como responsable del 30% del consumo de energia total en el mundo
(Moran, 2015).

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), un
sistema alimentario debe garantizar la seguridad alimentaria y nutricién sin poner en riesgo las
bases econémicas sociales y ambientales de éstas para futuras generaciones. De esta forma,
asegura la sostenibilidad socioecondémica protegiendo la del medio ambiente. Sin embargo, se
sabe que un tercio de la produccidon mundial anual de alimentos se pierde como desperdicio o
pérdida a lo largo del proceso de produccion, equivalente al 8% total de las emisiones de gases
de efecto invernadero (FAO, 2014). Este término engloba tanto la clasificacién de pérdida
comestible/no comestible, como evitable/no evitable que quedan descartadas en cualquier
punto de la cadena alimentaria provocando un impacto medioambiental innecesario, aunque
luego se pueda destinar a un uso no alimentario (piensos animal o bioenergia) (Ostergren et al.,
2014).

Por un lado, las pérdidas en la produccién primaria y el procesado, especialmente de frutas y
hortalizas, suponen alrededor del 50% de las pérdidas totales (Caminos de accién Food, 2030).
Por otro lado, la ultima estimacién de FUSIONS (2016) revela que el desperdicio alimentario se
da principalmente en las ultimas fases de la cadena de suministro, en los servicios domésticos y
de restauracion o minoristas (Corrado y Sala, 2018). Ademas, la persistencia de estos destrios en
vertederos también es perjudicial para el medio ambiente, ya que se caracterizan por tener un
alto contenido en agua y en componentes organicos con poca estabilidad bioldgica (Gongalves
et al., 2023). Esto provoca su putrefaccidon, sirviendo como caldo de cultivo para
microorganismos (Bisht et al., 2023). Los motivos expuestos tienen un sustancial impacto sobre
el medioambiente y la salud humana si se tiene en cuenta que, en Espafia, la produccién de
frutas y hortalizas superd los 29 millones de toneladas durante el afio 2021 (FAO, 2021). Ademas,
la industria alimentaria debe lidiar con la inseguridad alimentaria y malnutricién por las que en
el ultimo afno mas de 250 millones de personas padecieron hambre aguda. Mientras que,
paralelamente, se prevé una expansion de la poblacion y, por tanto, también de la demanda de
alimentos y su consecuente generacién de residuos (ONU, 2023).

Por tanto, el impacto medioambiental y social ocasionado por la industria alimentaria ha
generado una acentuada preocupacién por la seguridad alimentaria (Lombardi et al., 2019). Asi,
surge el concepto de economia alimentaria circular basado en construir un entorno
socioecondmico sostenible, que promueve una explotacién de los recursos responsable y la
reutilizacién de los subproductos o residuos generados como nuevos recursos, eliminando el
enfoque lineal (Santagata et al., 2021), ademas de prevenir y reducir los desperdicios
alimentarios a través del control de la eficacia y gestidn del proceso de produccién (Abbate et
al., 2023). Por ende, algunos de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) definidos por la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) se centran en coordinar estas actividades para
garantizar la sostenibilidad de los sistemas alimentarios bajo las cuatro prioridades: nutricién y


http://www.eu-fusions.org/phocadownload/Publications/Estimates%20of%20European%20food%20waste%20levels.pdf

salud, clima y sostenibilidad, circularidad y uso de recursos, e innovacién y las comunidades
(Anexo 1). En concreto, alguna de las metas propuestas en los ODS son reducir al 50% el
desperdicio de alimentos (ODS 12.3), asi como poner fin al hambre y asegurar el acceso a la
alimentacién a todas las personas (ODS 2.1).

1.2 OBTENCION DE INGREDIENTES FUNCIONALES EN POLVO

Los subproductos o residuos generados en la industria alimentaria contienen generalmente
un elevado valor nutricional y compuestos bioactivos que pueden utilizarse para el desarrollo de
nuevos productos con valor afiadido (de la Rosa et al., 2019). En concreto, las frutas y verduras
se cultivan de forma estacional satisfaciendo la demanda diaria y son considerados alimentos
esenciales para un estilo de vida saludable por su contenido nutricional basado en fibras
dietéticas, antioxidantes, fitonutrientes y minerales (Vargas et al., 2022). En los Ultimos afios, la
transformacion de los residuos ha despertado interés para el desarrollo de productos
alimentarios sostenibles de gran aplicabilidad, destacando la obtencion de productos
intermedios, aditivos alimentarios o agentes aromatizantes en la industria alimentaria;
cosméticos, nutracéuticos o probidticos en la farmacéutica y sanitaria (Sagar et al., 2018). En
este contexto, el residuo generado por las industrias podria ser utilizado como materia prima
para la obtencidn en polvo como ingrediente funcional rico en compuestos bioactivos y de mayor
estabilidad fisicoquimica y microbioldgica (Neacsu et al., 2015).

La fabricacién de polvos requiere de etapas de lavado, molienda y secado. Teniendo en cuenta
la heterogeneidad del residuo, el estudio de los pardmetros éptimos (temperatura, presion,
velocidad del aire, humedad relativa, etc) de las operaciones unitarias es fundamental con el fin
de preservar las caracteristicas funcionales de los polvos (Karam et al., 2016; Bas-Bellver et al.,
2022). En concreto, la etapa de secado es uno de los métodos de conservacién mas conocidos
capaz de prolongar la vida Util y mejorar la estabilidad de los alimentos (Chou y Chua 2001). Este
método consigue detener la descomposicién microbiana y distintas reacciones quimicas
mediante la eliminacidn total o parcial de la disponibilidad del agua para participar en ellas (Chua
et al., 2001). En este sentido, el objetivo es reducir la actividad del agua (aw), conocida como una
medida indirecta del contenido en agua biodisponible en el producto y capaz de participar en las
reacciones de deterioro que vendrd acompafnado por un cambio de fase, ya sea evaporacién o
sublimacidn (Fito et al., 2001; Vargas et al., 2022). Asi, se obtiene un producto de menor pesoy
volumen que reduce los costes de envasado, transporte y almacenamiento (Vargas et al., 2022).

Actualmente, existen diferentes técnicas de secado que permiten reducir la ay a niveles
seguros y que modifican no solo a las propiedades antioxidantes sino también el tamafio, forma,
sabor y textura del producto (Fito et al., 2001). En particular, el secado por aire caliente (SAC) es
una técnica ampliamente utilizada en la industria, conocida por su facil manejo, bajo coste y alto
rendimiento. Sin embargo, suele requerir elevadas temperaturas y largos tiempos, lo que explica
el deterioro de las propiedades funcionales del producto tras su exposicion a reacciones de
oxidacién (Karam et al., 2016; Vargas et al.,2022). Durante el SAC, la matriz se expone a una
corriente de aire caliente con una humedad relativa inferior a la aw del producto, de manera que
se genera un gradiente de aw responsable del secado. A medida que el agua se elimina del
producto, ésta se transfiere por el interior de este por diversos mecanismos, hasta alcanzar la
superficie, desde donde se evapora. El aumento de la temperatura interna del sdlido facilita la
transferencia de agua desde el interior hacia la superficie de este. Los mecanismos de transporte
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por difusion tienen un papel crucial en este comportamiento (Ahmed, 2018). En una primera
etapa, el agua libre se desplaza a la superficie del sélido, donde se elimina por evaporacidn;
posteriormente, parte del agua restante, ligada a la matriz, se transfiere mas lentamente a través
del producto hacia la superficie, siendo este mecanismo el predominante en hasta dos tercios
del tiempo de secado total (Andrés et al., 2004).

Por otro lado, la liofilizacién representa el proceso dptimo para la obtencidn de productos
deshidratados de alta calidad, minimizando las reacciones de degradacién gracias a la menor
exposicidn al oxigeno, baja temperatura y presién. No obstante, también es conocida por su
elevado coste de inversidn y procesado, lo que limita su utilizacidn a escala industrial (Karam et
al., 2016). Tras la congelacion del producto, este proceso se lleva a cabo en dos etapas: la
sublimacidon del disolvente congelado, en la que el agua pasa de estado sdlido a vapor, y la
posterior evaporacion de parte del agua ligada (etapa de desorcidn), ambas en condiciones de
vacio (Vargas et al., 2022).

Finalmente, la etapa de molienda permite la reduccién del tamafio de particula de productos
solidos al ser sometidos a una tensidon mecanica que provoca la ruptura de las fuerzas de unién
molecular internas con respecto a las externas. Para generar la fragmentacion, la energia
necesaria es proporcional a la superficie del material y es llevada a cabo por diversos
procedimientos, como molienda convencional, micronizacion o molienda criogénica (Karam et
al., 2016). Ademas, estas operaciones pueden realizarse de forma aislada o en combinacién con
otras operaciones unitarias como es el secado, es decir, la molienda se puede realizar antes y/o
después de la deshidratacion (Baudelaire, 2013). De hecho, existe una interdependencia de estas
operaciones, ya que un triturado previo condicionara el comportamiento de la matriz durante el
secado, lo cual a su vez determinara las caracteristicas del producto deshidratado y su respuesta
a la molienda post-secado. La elecciéon del tipo de molienda y su intensidad sera determinante
para la reduccién del contenido en agua, ya que la disrupcidn previa ayuda a reducir el consumo
de energia necesario en la etapa de deshidratacién (Baudelaire, 2013). En cuanto a la molienda
del producto seco, dependiendo del tamafio de particula del polvo obtenido, las propiedades
funcionales pueden verse modificadas.

Por tanto, la calidad del polvo estard estrechamente relacionadas con las condiciones
aplicadas en las etapas de disrupcion (triturado), secado y molienda, lo que a su vez determinara
las propiedades funcionales del polvo (Chan et al., 2009).

1.3 PROPIEDADES FUNCIONALES DEL BROCOLI

El género Brassica comprende una gran variedad de hortalizas, entre las que se encuentra el
brdcoli. La produccion mundial de brécoli y coliflor alcanzé 2.000.000 millones de toneladas en
2021 (FAO, 2021). No obstante, solo los brotes y ramilletes del brdcoli suelen ser usados para el
consumo, mientras que otras partes como los tallos, que constituyen el 21% del peso fresco, son
desperdiciadas (Liu et al., 2018). Los tallos y hojas constituyen en todo caso un residuo del
proceso de fabricacién de brécoli de IV gama, bandejas o brécoli congelado, entre otros. El
brécoli comprende una fuente de nutrientes (vitaminas A, E, Ky C, minerales y fibras dietéticas)
y de fitoquimicos (glucosinolatos y compuestos fendlicos) con grandes beneficios para la salud
humana, por lo que el interés por su consumo ha aumentado en los Ultimos afios (Zandani et al.,
2021; Lietal., 2022).



Una de las caracteristicas destacables es la sintesis de metabolitos secundarios denominados
glucosinolatos. Su estructura molecular bdasica consiste en una estructura conservada, una
molécula de B-d-tioglucosa unida por un enlace de azufre y una cadena lateral variable derivada
de varios aminodcidos (Ishida et al., 2014). Estos compuestos bioactivos son precursores del
sabor amargo del brécoli, pero también desempefian un papel importante en la defensa de las
plantas contra herbivoros y microorganismos (Huang et al., 2022; Vargas et al., 2022). De forma
natural, se encuentran inactivos, y tras la disrupcién tisular, son hidrolizados por el contacto con
enzimas enddgenas de tipo mirosinasa (tioglucosidasas) liberando productos con diversas
actividades bioldgicas (Halkier, 2016), destacando la presencia de isotiocianatos de mayor
bioactividad (Rungapamestry et al., 2007).

Asimismo, otra propiedad a remarcar es el contenido en compuestos fendlicos sintetizados
a través de la via del acido shikimico, la del acetato o una combinacién de ambas en respuesta
al estrés de la planta para protegerse frente a los ataques bidticos y abidticos mediante su
actividad antibacteriana y antioxidante (Thomas et al., 2018). No obstante, estos compuestos
estan presentes en las plantas tanto libres como unidos a la pared celular (Harbaum et al., 2008).
Algunos son liberados mediante la oxidacidon enzimatica o no enzimatica de lacasas y 6xidos
respectivamente, asi como son vulnerables a las variaciones de pH del medio. Por lo que los
tratamientos de obtencidn seran determinantes en la biodisponibilidad de los compuestos
fendlicos del brécoli. En concreto, en el brécoli abundan tanto los compuestos fendlicos simples
como los acidos fendlicos y polifenoles, tales como los flavonoides (Radiinz et al., 2020).

Varios estudios in vitro e in vivo han confirmado la influencia de estos compuestos bioactivos
en la salud humana, ya que actian como un sistema de defensa. Entre los efectos beneficiosos
destacan su actividad preventiva contra el cdncer a través de su accién antioxidante,
inmunomoduladoray antiinflamatoria, especialmente el de pulmén, mamay colorrectal (Garcia-
Tirado et al., 2012; Kaiser et al., 2021; Li et al., 2022). También presentan funciones
vasodilatadoras y son capaces de proteger frente a enfermedades como la diabetes o
cardiopatias (Radiinz et al., 2020), ademas de ejercer actividad antimicrobiana frente a otros
patdgenos. Por tanto, se confirma su posible aplicacion en el desarrollo de productos
farmacéuticos y sanitarios (Esparza et al., 2020). De igual forma, puede ser utilizado en la
industria alimentaria para la preservacion de las propiedades del alimento y para la fabricacion
de derivados con mayor aporte nutricional que puedan sustituir ingredientes en harinas, bebidas
o snacks (Li et al., 2022).

Cabe destacar que el contenido nutricional no es el mismo en todas las porciones del brdocoli.
Por otro lado, a pesar de que los tallos de brdcoli tienen una menor concentracion de estos
productos hidroliticos, existen pretratamientos capaces de aumentar la conversién (Li et al.,
2022). Ademas, gran parte de los desperdicios de los tallos se produce después de la etapa de
lavado y desinfeccidn, por lo que estarian listos para ser utilizados (Corrado et al., 2019). Wang
et al. (2020b) han comprobado que el método de disrupcidon elegido también puede afectar al
contenido final del isotiocianato, que a su vez depende de la actividad enzimatica. En este
sentido, la fermentacién puede ser considerada un pretratamiento que promueve la liberaciéon
de los compuestos fitoquimicos del brécoli (Garcia y Remize, 2022).



1.4 FERMENTACION Y POTENCIAL PROBIOTICO

La fermentacién es un proceso mediante el cual los microorganismos (levaduras, bacterias y
mohos), descomponen los azlcares presentes en la matriz dando lugar a la formacién de acidos
organicos, principalmente acido lactico, y a la formacidn de metabolitos con multiples
aplicaciones, como exopolisacaridos con efectos antioxidantes e inmunomoduladores,
bacteriocinas y compuestos antimicrobianos, o enzimas (amilasas, glucosidasas, proteasas,
lipasas, etc.) capaces de romper la estructura del sustrato facilitando la liberacion de nutrientes
y, por lo tanto, su bioaccesibilidad. La fermentacién se ha utilizado fundamentalmente como
técnica de conservacidon por su capacidad de aumentar la vida util de las matrices de los
alimentos, influyendo en su calidad y funcionalidad. Ademas, esta operacién previene el
crecimiento de microorganismos patégenos promoviendo la seguridad alimentaria (Mathur et
al., 2020). De entre los microorganismos fermentativos, destacan las bacterias acido lacticas ya
que son un grupo diverso de Gram positivas anaerobias aerotolerantes homofermentativas,
siendo Lactobacillus el género predominante presente en fermentados lacteos. Sin embargo,
también tiene potencial en la fermentacion de vegetales, como es el caso de Lactobacillus
plantarum (L. plantarum), empleado ampliamente en la fermentacidon industrial y en el
procesado de alimentos crudos (Behera et al., 2018).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el término probidtico se aplica a aquellos
microorganismos vivos que confieren un efecto beneficioso para la salud si son administrados
en cantidades adecuadas. Tras ser ingeridos, son capaces de proteger el aparato digestivo
mediante el mantenimiento del microbioma intestinal, asi como incrementar la sintesis de
compuestos antimicrobianos y bloquear el lugar de adhesién de patdgenos, lo que contribuye
en la prevencién y tratamiento de enfermedades (Bodke y Jogdand, 2022). Para ello, diversos
estudios confirman que la cantidad minima de probiético vivo en el momento del consumo debe
ser igual o superior a 108-10° UFC/dia, que corresponde con 10°-~108 UFC/g en el momento de
consumo para lograr beneficios para el organismo (Champagne et al., 2011). Con el fin de
utilizarlo como probidtico, es importante conocer la inocuidad del microorganismo y su
habilidad de supervivencia y adhesion al tracto gastrointestinal tras la ingesta (Touret et al.,
2018). En este sentido, es importante tener en cuenta que la técnica de deshidratacion
empleada puede comprometer la viabilidad del microorganismo probidtico, debido
fundamentalmente a la aw del producto y la temperatura y tiempo de exposicidn al secado.
Chirife y Fontana, (2020) establecieron un intervalo de aw entre 0,2 y 0,4 como aquél que
permite la conservacién de los polvos probidticos.

1.5 DIGESTION SIMULADA IN VITRO

La caracterizacidn funcional de un producto o ingrediente alimentario no debe limitarse a
analizar su contenido en compuestos bioactivos, sino que debe completarse mediante el estudio
del impacto de la digestidn sobre los compuestos presentes y la liberacién de otros unidos a la
matriz. Durante el proceso de digestidn, los alimentos ingeridos sufren una serie de
transformaciones mecdnicas y enzimaticas, que se inician en la boca y en el estémago con la
masticacidn y movimientos peristalticos reduciendo el tamafio del bolo, y contindan hasta el
intestino gracias a la acciéon de enzimas encargadas de degradar las macromoléculas en
moléculas de menor tamafio (Alminger et al., 2014; Lucas-Gonzalez et al., 2018).



Una de las aplicaciones del estudio de la digestién es el andlisis del perfil de los compuestos
bioactivos presentes en la materia prima, en este caso del residuo de brécoli (Lucas-Gonzalez et
al., 2018). La cinética de hidrdlisis de los macronutrientes, su bioaccesibilidad (cantidad de
compuesto soluble liberado de la matriz disponible para su absorcidn por el intestino delgado)
y la biodisponibilidad (cantidad de un compuesto liberado que accede al torrente sanguineo y
puede alcanzar su lugar de accidn) son algunos de los pardmetros que pueden obtenerse a partir
de la simulacién del proceso de digestion y que son modificados por las propiedades
fisicoquimicas del alimento o ingrediente (Ortega et al., 2011; Le Feunteun et al., 2021). El
analisis in vivo de estos parametros es complicado y costoso, ademas de presentar una serie de
limitaciones y restricciones éticas.

Con el fin de eliminar estas limitaciones técnicas y éticas, se han desarrollado simulaciones
de la digestidn in vitro, que tratan de mimetizar las condiciones in vivo, teniendo en cuenta la
presencia de las distintas enzimas y las condiciones de concentracion de sales, pH y tiempo de
digestion que se dan en el tracto gastrointestinal de humanos (Minekus et al., 2014). Estos
métodos se clasifican en estdticos y dinamicos, cuya principal diferencia es el estudio en
condiciones fisicoquimicas constantes por parte de los estaticos, que no pueden tener en cuenta
las variables respuestas fisiolégicas que se dan durante la respuesta al bolo alimenticio
introducido (variacion del pH, secrecidén de enzimas, etc.) (Alminger et al., 2014). A pesar de que
no se ha llegado a un consenso en el protocolo dindmico, el protocolo estdtico si se ha
conseguido estandarizar. Asi pues, Minekus et al. (2014) propusieron una manera estatica y
sencilla de estudiar las fases (oral, gastrica e intestinal) por las que atraviesa el alimento a lo
largo del tracto gastrointestinal humano. Desde su propuesta y hasta la actualidad, este
protocolo se ha venido utilizando habitualmente para el estudio de la digestion simulada in vitro
de alimentos.



2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

El objetivo principal del presente trabajo fue obtener ingredientes funcionales en polvo a
partir del residuo de confeccidon de brécoli de IV gama, fermentado y sin fermentar, y su
caracterizacion fisicoquimica y funcional, incluida su respuesta a la digestién simulada in vitro.

Para la consecucién del objetivo principal se llevaron a cabo los siguientes objetivos
especificos:

— Evaluar el crecimiento del microorganismo probidtico Lactobacillus plantarum (L.
plantarum) en residuo de brdcoli, y el efecto de la fermentacién sobre sus propiedades
antioxidantes.

— Obtener ingredientes en polvo a partir de residuo de brdcoli mediante el empleo de las
operaciones de fermentacién y deshidrataciéon (secado por aire caliente a varias
temperaturas o liofilizacién) hasta una actividad del agua (aw) que asegure su estabilidad,
combinados con operaciones de triturado previo y molienda final.

— Caracterizar el residuo de brdcoli fermentado y sin fermentar los productos en polvo
obtenidos en base a sus propiedades fisicoquimicas y antioxidantes.

— Evaluar el efecto de la digestién simulada in vitro sobre las propiedades antioxidantes de
los productos en polvo y la viabilidad del microorganismo con el fin de evaluar su
viabilidad como ingrediente funcional.

Para alcanzar dichos objetivos se disefid el siguiente plan de trabajo:

— Estudio del crecimiento de L. plantarum sobre el residuo de brécoli (tallos y hojas)
triturados y su efecto sobre las propiedades antioxidantes del residuo.

— Estudio de las cinéticas de secado por aire caliente a 50, 60 y 70 °C del residuo de brécoli
triturado.

— Obtencidn de productos en polvo a partir de tallos del brécoli mediante secado por aire
caliente (SAC) a temperaturas de 50, 60, 70 °C y rampa decreciente de 70 a 50 °C o
liofilizacion (LIO) combinadas con etapas de molienda, para obtener un polvo fino con
una ay que asegure su estabilidad (0,2-0,4).

— Obtencidn de productos en polvo a partir de tallos de brécoli enriquecidos con L.
plantarum mediante operaciones de deshidratacién por secado por aire caliente (SAC) a
temperaturas de 50; 60; 70 °C y rampa decreciente de 70 a 50 °C o liofilizacion (LIO)
combinada con etapas de molienda, para obtener un polvo fino con una aw que asegure
su estabilidad (0,2-0,4).

— Caracterizacion fisicoquimica de los residuos y de los polvos obtenidos en términos de
contenido en humedad (xw), actividad del agua (aw) y contenido en solidos solubles
totales (xss); asi como sus propiedades antioxidantes con respecto al contenido en
fenoles y flavonoides totales, y capacidad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS.

— Simulacidén de las digestiones in vitro en fase oral, géstrica e intestinal de los polvos
obtenidos y evaluacion de las propiedades antioxidantes de los polvos digeridos, asi
como recuento de viables en los polvos fermentados previo a la deshidratacion.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIA PRIMA

El brécoli empleado como materia prima para llevar a cabo el estudio fue adquirido en un
supermercado de la ciudad de Valencia (Espaia) y conservado en refrigeracion a 4 °C durante
24-48 h. Para su utilizacién, el primer paso consistié en la separacién mediante corte con cuchillo
de las flores y troceado de los tallos en cuartos. Una vez realizado esto, se procedié al lavado y
desinfeccidn de los tallos por inmersion en una disolucién al 1% (v/v) de hipoclorito de sodio en
agua durante 1 min y posterior enjuagado con agua del grifo. Seguidamente, el residuo separado
se trituré en un procesador de alimentos (Thermomix® TM6, Vorwerck®) a 10.000 rpm durante
10 s y se pasteurizé. Para ello, el residuo triturado se distribuyd a razén de 200 g de material
vegetal por tarro en tarros de vidrio con cierre Twist-Off que se mantuvieron sumergidos en un
bafio de agua caliente hasta que el centro geométrico de cada bote alcanzé la temperatura de
72 °C, la cual se mantuvo durante 1 min. Este tratamiento térmico tuvo como finalidad reducir
la carga microbiana del residuo vegetal y favorecer el crecimiento del microrganismo inoculado
posteriormente.

3.2 MANEJO Y PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO

El residuo de brécoli pasteurizado se inoculé con una cepa de Lactobacillus plantarum spp.
CECT 749 adquirida en la Colecciéon Espaiola de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Espafia). Para ello,
el microorganismo se recuperd a partir de crioviales que contenian el lidfilo previamente
reactivado en caldo Man Rogosa y Sharpe (MRS) (SharlauChemie®, Barcelona, Espafia)
conservado en congelacién a -20 °C. La descongelacion se realizé a temperatura ambiente
durante unos minutos, tras los cuales se aplicd una separacion en tubo Eppendorf mediante
centrifugacion durante 1 min a 3.000 rpm (MiniSpin Plus Eppendorf). Después de retirar el
sobrenadante, el pellet se resuspendié con 1 mL de caldo MRS (SharlauChemie®, Barcelona,
Espafia) que se adiciond a otros 8 mL de caldo MRS que posteriormente se incubaron a 37 °C
durante 24 h (Estufa PSelecta modelo Incudigit). Pasado este tiempo, se realizaron siembras
masivas o en césped en la superficie de placas de Petri con agar MRS (SharlauChemie®,
Barcelona, Espafia) que se incubaron nuevamente a 37 °C durante 24-48 h (PSelecta modelo
Incudigit). Estas placas se conservaron en nevera a 4 °C hasta el momento de su utilizacién, en
el que se recogid con el asa de siembra la mayor cantidad de colonias posible de la superficie de
las placas y se llevaron a un tubo de ensayo con 9 mL de caldo MRS (SharlauChemie®, Barcelona,
Espafia). Tras la incubacién a 37 °C durante 24 h se alcanzaron concentraciones en torno a 2-10°
UFC/mL. Todos los materiales utilizados fueron previamente esterilizados en autoclave a 120 °C
durante 2 h (Systec GmbH, modelo VB-40; Linden, Alemania).

3.3 PROCESO DE OBTENCION DE POLVOS A PARTIR DEL RESIDUO DE BROCOLI

El residuo de brdcoli, previamente triturado y pasteurizado segin se ha descrito
anteriormente, fue directamente deshidratado, o bien fermentado y posteriormente
deshidratado antes de ser molido. De esta forma se obtuvieron productos en polvo a partir de
tallos de brécoli fermentados y no fermentados (Figura 1). Cada lote de brdcoli fue
convenientemente identificado, de modo que cada producto en polvo se pudo relacionar con su
correspondiente lote. En total, se trabajé con 10 lotes de residuo de brécoli, obteniéndose
muestra fermentada y no fermentada de cada uno de ellos. Esto resulté en 10 muestras
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fermentadas y 10 no fermentadas, las cuales fueron sometidas al proceso de deshidratacion y
molienda que se describe a continuacidn.

Polvos de brocoli | SAC50
a Deshidratacién » Triturado » pasteurizado no | SAC60
[ i " (sACoLiO) (10,000 rpm 2min) fermentado SACT0

(PAST) SACT0_50
Lo

Pasteurizacion
(72 °C, 60s)

Gy

Tallo de
brécoli

Triturado
{10,000 rpm 10s)

L. plantarum

.

Fermentacion
(37°C, 24h)

» ‘ Lavado [ 3

. .| FSACs0
7 ) ) Polvos de brécoli | poxcen
Deshidratacion Triturado pasteurizado -
» » FSACT0
(sAC o LIO) (10,000 rpm 2min) fermentado

(PAST+FERM) FSAC70_50
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»

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de transformacion de los tallos de brécoli en los diferentes
productos en polvo. SAC: Secado por Aire Caliente; LIO: Liofilizacion; F: Fermentacion.

Para llevar a cabo la fermentacion, se adicionaron 2 mL del indculo preparado segun se ha
descrito anteriormente por cada tarro de vidrio conteniendo 200 g de brécoli. A continuacién,
los tarros se cerraron y se introdujeron en una estufa a 37 °C durante 24 h donde tuvo lugar la
incubaciéon (PSelecta modelo Incudigit). Todo el material empleado en este proceso fue
previamente esterilizado en autoclave a 120 °C durante 2 h (Systec GmbH, modelo VB-40; Linden,
Alemania). Este proceso se realizd por duplicado previamente a cada uno de los diferentes
procesos de deshidratacién que se exponen a continuacion.

Como técnicas de deshidratacién se emplearon la liofilizacidn y el secado por aire caliente.
En el caso de la liofilizacion (LIO), el residuo fermentado y no fermentado se distribuyd formando
una capa fina de aproximadamente 1 cm de espesor en bandejas de aluminio. La etapa inicial
del proceso de liofilizacién consistié en una congelacién a -40 °C durante al menos 18 h en un
ultracongelador (Matek modelo CVN-40/105), seguida de las etapas de sublimacion y desorcion
llevadas a cabo en condiciones de congelacion a -45 °Cy presién subatmosférica 0,1 mbar en un
liofilizador de planta piloto (TELSTAR LIOALFA 6-80) durante 48h.

Por otro lado, el secado por aire caliente (SAC) se realizé en un secador convectivo de
bandejas de flujo transversal CLW750 TOP+ (Pol-ekoAparatura, Katowice, Polonia) con una
velocidad de aire de 2 m/s, previa distribucidn del residuo en bandejas perforadas de plastico
(200 g/bandeja), en laminas de aproximadamente 1 cm de espesor. El SAC se llevd a cabo con
aire a una temperatura constante de 50, 60y 70 °Cy en rampa desde 70 a 50 °C, de manera que
se secd a 70 °C durante la primera hora, a 60 °C durante la siguiente hora y a 50 °C hasta
completar el secado. Para establecer |la duracidn del secado fue necesario obtener las curvas de
secado y de velocidad de secado para cada una de las temperaturas ensayadas. A tal fin, se
registré la variacién de peso del residuo colocado en bandejas cada 30 min hasta completar las
primeras 3 hy cada hora hasta completar las 21 h. También se midid la ay en el momento inicial
y cada hora a partir de las primeras 4 h hasta obtener un valor de ay inferior a 0,3.
Concretamente, el secado a 50 °C se completd en 12 h para el residuo de brécoli sin fermentar y
fermentado; el secado a 60 °C durd 10 h para el residuo de brdcoli sin fermentar y 7 h para el
residuo de brécoli fermentado; el secado a 70 °C durd 6 h para el residuo de brécoli sin fermentar
y 5 h para el fermentado; y el secado en modo rampa descendente de 70 a 50 °C se completé en
10 h, tanto para brdcoli fermentado como sin fermentar.

Tras la deshidratacion, el residuo seco se molié en un procesador de alimentos Thermomix®
a 10.000 rpm durante 2 min en intervalos de 30 s hasta obtener un polvo fino. Todos los polvos



fueron almacenados en oscuridad y a temperatura ambiente en tarros de cristal estériles con
cierre Twist-Off y envueltos en papel de aluminio hasta su andlisis. De esta forma se evito el
contacto con el oxigeno y la luz, principales responsables del deterioro de las muestras.

En adelante, el residuo de brdcoli y los respectivos polvos obtenidos segun los diferentes
procesos descritos serdn identificados con las siguientes abreviaturas:

PAST: residuos de tallo de brdcoli lavados, triturados y pasteurizados

PAST+FERM: residuos de tallo de brdcoli lavados, triturados, pasteurizados y fermentados
SAC50: polvos obtenidos mediante secado con aire a 50 °C de muestras PAST

FSAC50: polvos obtenidos mediante secado con aire a 50 °C de muestras PAST+FERM
SAC60: polvos obtenidos mediante secado con aire a 60 °C de muestras PAST

FSAC60: polvos obtenidos mediante secado con aire a 60 °C de muestras PAST+FERM
SAC70: polvos obtenidos mediante secado con aire a 70 °C de muestras PAST

FSAC70: polvos obtenidos mediante secado con aire a 70 °C de muestras PAST+FERM
SAC70_50: polvos obtenidos mediante secado con aire a temperatura decreciente de 70 a 50
°C de muestras PAST

FSAC70_50: polvos obtenidos mediante secado con aire a temperatura decreciente de 70 a
50 °C de muestras PAST+FERM

LIO: polvos obtenidos mediante liofilizacidn de muestras PAST

FLIO: polvos obtenidos mediante liofilizacién de muestras PAST+FERM

El proceso se realizd por duplicado para cada uno de los tratamientos de deshidratacion, a
partir de un total de 10 lotes diferentes de brdcoli (2 lotes por técnica de deshidratacién). Como
se ha mencionado anteriormente, cada técnica de deshidratacion se aplicé simultdneamente
sobre el residuo de un mismo lote, fermentado y sin fermentar.

3.4 DETERMINACIONES ANALITICAS

Los tallos de brdcoli triturados y los polvos obtenidos fueron caracterizados en cuanto a sus
propiedades fisicoquimicas (humedad, actividad del agua y contenido en solidos solubles
totales), incluidas sus propiedades antioxidantes (fenoles y flavonoides totales y capacidad
antioxidante por los métodos DPPH y ABTS). En el caso de que el proceso incluyera una etapa
de fermentacién, también se hizo recuento de viables antes y después de la deshidratacion.

3.4.1 Propiedades fisicoquimicas

3.4.1.1 Actividad del agua

La actividad del agua (aw) se determind con un higrémetro de punto de rocio (Aqualab 4TE;
Decagon Devices Inc, Pullman WA, USA) con una precisién de + 0,003 y una temperatura de 25
°C, siendo calibrado previamente con disoluciones saturadas de referencia. Este ensayo se realizd
por duplicado para cada muestra.

3.4.1.2 Humedad

Para determinar la humedad se utilizd el método gravimétrico de doble pesada para
alimentos ricos en azlcares (AOAC 934.06), que consiste en cuantificar la pérdida de peso que
experimenta una cantidad determinada de muestra tras su secado en una estufa de vacio
(VACIOTEM-T J.P. SELECTA) a 200 mm Hg y 60 °C hasta alcanzar peso constante. Este ensayo se
realizo por triplicado para cada muestra y las medidas de peso registradas con una balanza de 1
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mg de precision (Mettler Toledo Inc., Barcelona, Espafia) se transformaron en fraccién masica
de agua o humedad aplicando la ecuacion 1.

1—M2

M
xw(kg w/kg sh) = My M. (Ec 1)

donde:

Mo es el peso del crisol vacio (g)
M es el peso del crisol y la muestra himeda antes del secado (g)
M; es el peso del crisol y la muestra tras el secado en la estufa a vacio (g)

3.4.1.3 Sélidos solubles totales

El contenido en solidos solubles totales (xss) se calculd a partir de la humedad de la muestra
(xw) y de los grados Brix (°Brix) de la fase liquida resultante de mezclar la muestra con agua
destilada en una relacién 1:10 (m/m), tal y como se detalla en la ecuacion 2. Para la lectura de
los °Brix se empled un refractdmetro de mesa (ABBE ATAGO, 3-T, Japdn) termostatado a 20 °C.
Este ensayo se realizé por triplicado para cada muestra.

°Brix = ————-100 (Ec2)

Xsst(Xwtmy )
donde:

Xss €S la fraccion masica de sélidos solubles (gss/gmuestra)
Xw €s la humedad de la muestra (gw/gmuestra)
m es la cantidad de agua afiadida para la extraccion (10 g)

3.4.2 Propiedades antioxidantes

Para la determinacion de las propiedades antioxidantes se obtuvieron extractos a partir de la
mezcla de 4 g de muestra sin deshidratar o 1 g de polvo y 10 mL de metanol al 80% (v/v) en agua
bidestilada, que permanecid en agitacion (agitador horizontal COMECTA WY-100) durante 1 h.
Pasado este tiempo, la mezcla se centrifugd (Eppendor Centrifuge 5804 R) a 10.000 rpm durante
5 min. De esta forma se separd el sobrenadante, sobre el que se realizaron todas las medidas.
En el caso de los polvos, fue necesario hacer diluciones de los extractos previamente a la
determinacion espectrofotométrica correspondiente.

3.4.2.1 Contenido en fenoles totales

Siguiendo el protocolo descrito por Singleton et al., (1999), la evaluacién del contenido de
fenoles totales consiste en hacer reaccionar los fenoles presentes en el extracto con el reactivo
de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a wuna coloracion determinada
espectrofotométricamente (Helios Zeta UV/Vis, Thermo scientific, UK) a 765 nm. Para ello, se
adicionaron 0,5 mL de agua bidestilada, 0,125 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 0,125 mL de
extracto en cada cubeta espectrofotométrica y se procedié a la incubacién de éstas en oscuridad
durante 6 min. Tras ello, se afadieron 1,25 mL de Na,COs al 7% y 1 mL de agua bidestilada y la
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mezcla se mantuvo de nuevo en oscuridad durante 90 min. Como blanco, se realizd la misma
disolucién sustituyendo la cantidad del extracto por 0,125 mL del disolvente empleado para la
extraccion. Este ensayo se llevd a cabo por triplicado para cada muestra y, en el caso de los
polvos, tras diluir el extracto en el disolvente empleado para la extraccién previa en una relacion
1:5 (v/v).

Los resultados obtenidos se expresaron en mg de Acido Galico Equivalente (EAG) por g de
materia seca (mg EAG/gns) a partir de la recta de calibrado obtenida para este compuesto de
referencia (pureza = 98%, Sigma-Aldrich) en el intervalo de concentraciones comprendido entre
0y 600 mg/L.

3.4.2.2 Contenido en flavonoides totales

Para determinar el contenido en flavonoides totales se empleé el método colorimétrico del
cloruro de aluminio (AICIs) descrito por Luximon-Ramma et al., (2006), el cual consiste en hacer
reaccionar 1,5 mL del extracto previamente preparado con 1,5 mL de una disolucién de cloruro
de aluminio al 2% (m/v) en metanol en ausencia de luz y medir la absorbancia a 368 nm tras 10
min de reposo en oscuridad en un espectrofotdmetro (Helios Zeta UV/Vis, Thermo scientific, UK).
El blanco se prepard reemplazando el extracto por 1,5 mL del disolvente de la extraccion Este
ensayo se llevd a cabo por triplicado para cada muestra y, en el caso de los polvos, se realizé una
dilucién 1:5 (v/v) del extracto usando como disolvente el mismo que para la extraccion previa.

Los resultados obtenidos se expresaron en mg de Quercetina Equivalentes (EQ) por g de
muestra seca (mg EQ/gms), a partir de la recta de calibrado obtenida para este compuesto de
referencia (pureza > 98%, Sigma-Aldrich) en el intervalo de concentraciones comprendido entre
0y 200 mg/L.

3.4.2.3 Capacidad antioxidante: métodos DPPH y ABTS

La capacidad antioxidante se determiné mediante las pruebas de DPPH y ABTS. En el caso del
DPPH, consiste en medir la capacidad de los compuestos antioxidantes del extracto de reducir el
radical libre DPPH-(2,2-difenil-1-picrilhidracilo) disuelto en metanol, dando lugar a una reaccion
colorimétrica cuantificable por espectrofotometria (Helios Zeta UV/Vis, Thermo scientific, UK) a
517 nm (Brand-Williams et al., 1995). En una cubeta, se dispusieron 0,1 mL de extracto, 0,9 mL
de metanol y 2 mL de una disolucién 0,01 mM de DPPH en metanol y se midid su absorbancia
tras 60 min de reaccion en ausencia de luz. Este ensayo se llevé a cabo por triplicado para cada
muestra y, en el caso de los polvos, se realizé una dilucién 1:5 (v/v) del extracto usando como
disolvente el mismo que para la extraccion previa.

Los resultados obtenidos se expresaron en mg de Trélox Equivalente (ET) por g de muestra
seca (mg ET/gms), a partir de la recta de calibrado obtenida para este compuesto de referencia
(pureza = 98%, Sigma-Aldrich) en el intervalo de concentraciones comprendido entre 0 y 200
mg/L.

Por su parte, el método ABTS consiste en medir la capacidad de los compuestos antioxidantes
del extracto de reducir el radical ABTS* (acido 2,29-azobis-3-etil benzotiazolin-6-sulfdnico)
disuelto en perdxido de potasio, dando lugar a una reaccidon colorimétrica cuantificable por
espectrofotometria (Helios Zeta UV/Vis, Thermo scientific, UK) a 734 nm (Re et al., 1999). Para
obtener el radical ABTS* se prepard una disolucion 7 mM de ABTS y 2,45 mM de persulfato
potdasico en agua destilada y se mantuvo en oscuridad durante 16 h a temperatura ambiente.
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Previo al andlisis, se mezcld esta disolucion de ABTS con tampdn fosfato hasta obtener una
absorbancia de 0,7 nm medida a 734 nm. Posteriormente, se hizo reaccionar 0,1 mL de extracto
y 2,9 mL de la nueva disolucidn de ABTS durante 7 min en ausencia de luz, antes de medir de
nuevo la absorbancia a 734 nm. Este ensayo se llevd a cabo por triplicado para cada muestra y,
en el caso de los polvos, se realizd una dilucion 1:10 (v/v) del extracto usando como disolvente
el mismo que para la extraccién previa.

Los resultados obtenidos se expresaron en mg de Trélox Equivalentes (ET) por g de muestra
seca (mg ET/gms), a partir de la recta de calibrado obtenida para este compuesto de referencia
(pureza > 98%, Sigma-Aldrich) en el intervalo de concentraciones comprendido entre 0 y 200
mg/L.

3.4.3 Recuento microbiano

El contenido en L. plantarum se obtuvo por el método de dilucién seriada en agua de peptona
tamponada estéril y posterior siembra en placa. En el caso de las muestras sdlidas de tallo de
brécoli fermentado y los polvos obtenidos a partir de éste, la primera dilucién se preparé en una
bolsa de Stomacher en la que se mezclaron 3 g de muestra y 27 mL de agua de peptona
tamponada estéril (ScharlauChemie®, Barcelona, Espafia). La siembra se llevd a cabo en
superficie de placas con medio agar MRS (SharlauChemie®, Barcelona, Espafia) y, a continuacion,
las placas sembradas se incubaron a 37 °C durante 24-48 h. Pasado este tiempo, se contaron las
colonias presentes, siempre que el nUmero estuviera comprendido entre 30 y 300 Unidades
Formadoras de Colonias (UFC).

3.5 ENSAYO DE DIGESTION SIMULADA IN VITRO

Los ensayos de simulacién in vitro de la digestion gastrointestinal se llevaron a cabo segun el
protocolo estandarizado propuesto por Minekus et al. (2014) y a partir de los polvos obtenidos
por secado por aire caliente 60 °C y liofilizacidn, que fueron seleccionados en base a los
resultados de las determinaciones analiticas. Para ello, se prepararon en primer lugar los fluidos
gastricos e intestinales simulados, siguiendo las instrucciones establecidas por el protocolo para
500 mL de fluido simulado (Tabla 1). El fluido simulado salivar (SSF) se obtuvo a partir de la
mezcla de 975 plL de agua bidestilada y 25 uL de CaCl; 0,3 M para un volumen de 1 L.

Tabla 1. Concentraciéon (mol/L) de sales recomendada para las disoluciones stock y volumen (mL)
necesario para 500 mL en la preparacién de la simulacidn de los fluidos gastricos (SGF) e intestinales (SIF),
(Minekus et al., 2014).

SALES mol/L SGF (mL) SIF (mL)
Kcl 0,5 6,9 6,8
KH,PO, 0,5 0,9 0,8
NaHCO, 1 12,5 42,5
NaCl 2 11,8 9,6
MgCl,(H,0), 0,15 0,4 1,1

(NH,),CO, 0,5 0,5
NaOH 1

HCl 6 1,3 0,7
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Ademas, se adicionaron las correspondientes enzimas presentes en los fluidos gastrico
simulado (SGF) e intestinal simulado (SIF). En el caso del SGF, se completd con pepsina aislada
de la mucosa gastrica porcina (Sigma-Aldrich) hasta alcanzar una concentracién final de 25000
U/mL. Mientras que, el SIF se completd con pancreatina aislada de pancreas de porcino (Sigma-
Aldrich) hasta una concentracion final de 800 U/mL.

Para simular la fase oral (FO), se mezclaron 1 g de cada uno de los polvos seleccionados para
el estudio en tubos Falcon de 50 mL con 1 mL de SSF con la ayuda de un vértex durante 2 min a
temperatura ambiente. Para simular la fase gastrica (FG), se adicionaron 2 mL de SGF a la mezcla
anterior y el conjunto se incubd 2 h a 37 °C en una cdmara de incubacién (JP Selecta SA,
Barcelona) y en agitacién por rotacién a 55 rpm (Intell-Mixer RM-2, EIlmi Ltd, Riga). Para ello,
previamente se ajusté a 3 el pH del SGF mediante la adicién de HCI 6 M con un pH-metro digital
(Mettler-Toledo GmbH., Schwezenbach, Switzerland). Para simular la fase intestinal (Fl), se
mezcld el quimo con 4 mL de SIF en una proporcidn 1:1 (v/v) y el conjunto se incubd en las
mismas condiciones que se han descrito para la FG. En este caso, el pH del SIF se ajustd a 7 con
NaOH 1 M con un pH-metro digital (Mettler-Toledo GmbH., Schwezenbach, Switzerland).

Todos los ensayos se realizaron por duplicado para cada uno de los polvos seleccionados.

3.5.1 Valoracién de la respuesta a la digestion simulada in vitro

El impacto de la digestidn in vitro se evalud sobre el recuento de viables, en aquellos polvos
obtenidos a partir de tallo de brécoli fermentado, y sobre las propiedades antioxidantes
(contenido en fenoles y flavonoides totales y capacidad antioxidante por los métodos DPPH y
ABTS descritos anteriormente), para todos los productos en polvo digeridos. En el primer caso,
la medida se llevé a cabo sobre toda la fase que se obtiene al final de las etapas gastrica e
intestinal. En el segundo caso, dicha fase se centrifugd a 10000 rpm durante 5 min (Eppendor
Centrifuge 5804 R) y las medidas se realizaron por separado en el sobrenadante y el precipitado
resultantes de la separacion. El sobrenadante recogido tras las fases gdstrica e intestinal se
analizé directamente, pero hubo que extraer los compuestos de interés del precipitado
utilizando una disolucion de metanol al 80% (v/v) en agua en una relacién 1:10 (m/v)
Adicionalmente, hubo que diluir este extracto en una relacién 1:5 (v/v) con el mismo disolvente
de extraccién para medir la capacidad antioxidante por el método ABTS. Esta misma dilucidn se
aplicé sobre el extracto obtenido a partir del precipitado resultante tras la fase intestinal para
medir la capacidad antioxidante por el método DPPH. Antes de analizar el contenido en fenoles
totales, flavonoides totales y actividad antioxidante por el método ABTS del sobrenadante
obtenido tras la fase intestinal, también hubo que diluirlo con la disolucién de metanol al 80%
(v/v) en agua en una relacién 1:10 (v/v).

De esta forma se pudo calcular el indice de recuperacién (IR) para cada uno de los compuestos
antioxidantes de interés a partir de la ecuacion 3 descrita por Ortega et al., (2011). El IR es la
cantidad de compuestos de interés que en la muestra digerida (sobrenadante y precipitado) tras
la simulacidn de las fases géstrica e intestinal, con respecto a la cantidad presente antes de la
digestion.
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IR (%) = % x 100 (Ec 3)

donde:

A es el contenido del compuesto de interés (g) en la muestra total digerida (sobrenadante y
precipitado) obtenida tras la FG o tras la Fl

B es el contenido del compuesto de interés en la muestra antes de ser digerida (g)

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

El grado de significancia estadistica de las diferentes variables consideradas sobre los
resultados obtenidos se evalué con el programa Statgraphics Centurién XVIII (Statpoint
Technologies, Inc.) mediante andlisis simple y/o multifactorial de la varianza (ANOVA simple y/o
multifactorial) con un nivel de confianza del 95% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ESTUDIO DE LA CINETICA DE SECADO

Estudiar la cinética de secado es crucial para el disefio del proceso y la seleccion de las
condiciones que permitan obtener un producto de calidad. Las curvas de secado muestran la
variacién en el contenido en agua del producto con el tiempo transcurrido y las curvas de
velocidad de secado muestran la relaciéon entre la velocidad de secado y la humedad. La
velocidad con la que un producto intercambia agua con el aire que lo rodea depende de factores
externos, tales como la temperatura y humedad relativa del aire de secado, el flujo (caudal y
velocidad) de aire, la densidad de carga del secador o la presidon de trabajo; y de factores
internos, tales como la composicion, la estructura o la geometria del material a secar, que
condicionan el transporte de agua por el interior de este.

En las Figuras 2 y 3 se muestran las curvas de secado (A) y de velocidad de secado (B) de tallo
de brécoli pasteurizado, no fermentado y fermentado, respectivamente. Para facilitar la
interpretacion de los resultados, la humedad en base seca de la muestra en cada instante del
proceso (X" se ha expresado con respecto a su valor inicial (X“o).
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Figura 2. Curvas de secado (A) y de velocidad de secado (B) de tallo de brécoli triturado, pasteurizado y no
fermentado (PAST), secado con aire caliente a 50, 60 y 70 °C.
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Figura 3. Curvas de secado (A) y de velocidad de secado (B) de tallo de brécoli triturado, pasteurizado y
fermentado (PAST+FERM), secado con aire a 50, 60y 70 °C.

Como era de esperar, debido al mayor gradiente de actividad del agua existente entre el tallo
de brécoli y el aire circundante, el tiempo necesario para alcanzar un determinado nivel de
humedad en el producto disminuyd al aumentar la temperatura del aire de secado. De esta
forma, el residuo secado a mayor temperatura (70 °C) alcanzé una aw en torno a 0,3 estando
menos tiempo expuesto a la luz y al oxigeno responsables de la degradacion de determinados
compuestos bioactivos (Miranda et al., 2009; Xu et al., 2020). Este comportamiento coincide con
el observado en estudios previos de secado de residuos de Brassica (Bas-Bellver et al., 2022),
mango y mora (Zhang et al., 2017; Eminoglu et al., 2019). Por otra parte, al comparar las curvas
de secado correspondientes a una misma temperatura, se comprueba que el contenido en agua
remanente en un instante de tiempo determinado fue menor cuando el residuo habia sido
fermentado antes de la etapa de deshidratacién. Esto podria deberse a la accién microbiana
sobre el tejido vegetal ya que, como consecuencia de la actividad de los enzimas de origen
microbiano, algunas estructuras celulares pueden sufrir roturas irreversibles, aumentando la
cantidad de agua libre o poco ligada (Parada et al., 2023), lo cual habria facilitado su
incorporacion a la corriente de aire por evaporacion desde la superficie.

Al analizar las curvas de velocidad de secado, no solo se confirma el efecto de las variables
anteriormente comentadas, sino que también se obtiene informacién acerca de las etapas
implicadas en el proceso. Desde un punto de vista tedrico, el secado convectivo de un sélido
comienza con un periodo de induccién (Pl) o de acondicionamiento inicial, continda con un
periodo de velocidad de secado constante (PVSC) y acaba con un periodo de velocidad de secado
decreciente (PVSD). En la practica, la presencia de cada una de estas etapas dependerd de las
caracteristicas del material a secar y de las condiciones de secado aplicadas (Zhu y Xia, 2013).
Durante el Pl el sélido se calienta hasta alcanzar la temperatura de saturacion adiabatica del aire
en contacto con él sin apenas variar su contenido en agua. Durante el PVSC, la velocidad de
transferencia de agua por el interior del sélido es suficientemente elevada como para reemplazar
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de forma instantanea las moléculas de agua que se evaporan desde la superficie, la cual se
mantiene permanentemente hiumeda y es por lo que el aire en contacto con ella se satura. En
este periodo, la temperatura del sélido permanece constante e igual a la temperatura de
saturacion del aire y la velocidad de secado depende fundamentalmente de las condiciones del
aire (Inyang et al., 2018). A partir de un determinado instante, denominado instante critico (al
que le corresponde una humedad critica), el agua tiene mayor dificultad para alcanzar la
superficie de modo que aparecen zonas secas en la misma, por las que penetra el calor
procedente del aire caliente. Conforme avanza el proceso, la cantidad de energia empleada en
calentar el sélido aumenta, y la velocidad de secado disminuye, dado que la transferencia de
agua por el interior del sélido es mas lenta, y no consigue reemplazar las todas moléculas que se
evaporan desde la superficie. Este periodo, denominado PVSD, estda gobernado
fundamentalmente por las caracteristicas intrinsecas del material a secar (Inyang et al., 2018).

En la practica, las curvas de velocidad de secado de tallo de brdcoli pasteurizado, fermentado
y sin fermentar, obtenidas experimentalmente (Figuras 2B y 3B) solo muestran dos periodos: un
PVSC y un PVSD. En general, las curvas experimentales obtenidas muestran un PVSC inicial en el
gue el que la velocidad de secado varia en funcién de la temperatura utilizada, resultando
superior a mayor temperatura. Este hecho es mas significativo en las muestras no fermentadas
(Figura 2B). Se observa también un segundo periodo de PVSD, en el que los mecanismos de
difusion del agua hacia la superficie estarian limitando la velocidad a la que se elimina agua de
la muestra. Este cambio de comportamiento del sélido se evidencia una vez eliminadas
aproximadamente 3/4 partes del agua inicialmente presente en la muestra misma.

No obstante, en las muestras fermentadas (Figura 3B) la cinética de secado parece iniciarse
directamente en un PVSD en ciertos casos, tras haberse iniciado a velocidades de secado
superiores. Este comportamiento se hace mds evidente a mayor temperatura de secado, y seria
indicativo de una mayor disponibilidad del agua para ser evaporada desde la superficie de la
muestra, es decir, una mayor proporcidon de agua libre o poco ligada en el producto que daria
lugar a un gradiente de a,, mayor entre el aire y el producto. Esta respuesta evidenciaria la accién
de las enzimas bacterianas sobre la matriz vegetal del residuo como consecuencia de la
fermentacion (Parada et al., 2023), segun se ha discutido anteriormente. Del mismo modo, el
hecho de que el inicio del proceso directamente en un PVSD sea mas evidente a temperaturas
superiores, estaria sugiriendo mayores cambios en la estructura de la matriz durante el secado,
los cuales podrian deberse a fendmenos de encostramiento o compactacién de la superficie, que
estarian interrumpiendo la difusién del agua desde las zonas alejadas hasta la interfase sdlido-
aire. Este fendmeno ocurre principalmente en condiciones de temperaturas altas que dan lugar
a elevadas velocidades de secado iniciales (Bas-Bellver et al., 2022). Ademas, el fendmeno de
encostramiento da lugar a una acumulacién de compuestos no volatiles y productos de Maillard
en esta region, asi como la degradaciéon de compuestos termolabiles a medida que se reduce la
superficie humeda.

Se confirma, por tanto, que tanto la temperatura de secado como la fermentacidn previa del
tallo de brécoli condicionan su respuesta frente al SAC. Ademas, a partir del estudio cinético se
pudieron determinar los tiempos de secado necesarios para la fabricacidn de los polvos de tallo
de brécoli que cumpliesen con el objetivo de ay entre 0,2 y 0,4, necesario para garantizar su
estabilidad hasta el momento de uso. En concreto, los tiempos requeridos en las operaciones de
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SAC fueron: 12 h para el residuo de brdcoli sin fermentar y fermentado secado a 50 °C; 10 h para
el residuo de brdcoli sin fermentar y 7 h para el residuo de brdécoli fermentado secado a 60 °Cy;
6 h para el residuo de brdcoli sin fermentar y 5 h para el fermentado a 70 °C. Como se puede
comprobar en las Figuras 2A y 3A, antes de estos tiempos la humedad reducida ya habia
alcanzado valores préximos a los de equilibrio; sin embargo, hubo que prolongar la duracién del
secado para poder alcanzar la a,, objetivo. El estudio de la cinética de secado también permitid
definir la duracién de los intervalos de secado en rampa descendente de temperatura,
resultando ser de 1 h a 70 °C, seguida de 1 h a 60 °Cy acabando con 8 h a 50 °C, tanto para el
residuo fermentado como para el residuo sin fermentar.

4.2 CARACTERIZACION DEL RESIDUO DE BROCOLI Y DE LOS PRODUCTOS EN
POLVO OBTENIDOS

4.2.1 Propiedades fisicoquimicas

En la Tabla 2 se muestran los resultados correspondientes a las medidas de la actividad del
agua (aw), el contenido en humedad (xw) y el contenido en sélidos solubles totales (xss) del tallo
de brdcoli pasteurizado, fermentado y sin fermentar, antes y después de la deshidratacion por
diferentes técnicas y posterior molienda.

Tabla 2. Valores de actividad de agua (aw), contenido en humedad (xw) y sélidos solubles totales (xss) del
tallo de brécoli obtenidos para cada tratamiento. Media + desviacion estdndar de tres repeticiones.

TRATAMIENTO aw Xw (8w/Brotal) Xss(gss/Brotal)

PAST 0,987 + 0,007¢ 0,905 + 0,010° 0,5+ 0,052
PAST+ FERM 0,990 + 0,0044 0,92 +0,02¢ 0,55 + 0,100
SAC50 0,30 + 0,032b¢ 0,06 + 0,034 0,76 + 0,05¢f
FSAC50 0,31 4 0,03°¢ 0,067 + 0,0044 0,72 + 0,064¢f
SAC60 0,24 + 0,042 0,023 40,0122 0,60 + 0,052b¢

FSAC60 0,30 + 0,052b¢ 0,04 + 0,022b¢ 0,8 +0,3f
SAC70 0,31 4 0,03°¢ 0,026 + 0,008? 0,69 + 0,05¢def
FSAC70 0,33 +0,03¢ 0,040 £ 0,0123b¢ 0,64 + 0,05Pcd
SAC70_50 0,27 £ 0,062 0,028 + 0,015 0,68 + 0,06¢def
FSAC70_50 0,28 + 0,093b¢ 0,05 + 0,02¢ 0,69 + 0,05¢def
Lio 0,31 4 0,02b¢ 0,05 + 0,03bcd 0,58 + 0,033b¢
FLIO 0,299 + 0,0132b¢ 0,033 + 0,0172b¢ 0,65 + 0,03bcde

abe-Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas con
un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05)

Los valores de a,, obtenidos para el residuo sin deshidratar confirman que este material es
muy susceptible de experimentar reacciones de deterioro. Sin embargo, tras la deshidratacion
por cualquiera de las técnicas empleadas, este parametro disminuyé a valores entre 0,2 y 0,4
qgue permiten alargar su vida util y asegurar su estabilidad (Chirife y Fontana, 2020).
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Si bien la fermentacién no afectd significativamente la a, del residuo fresco, los polvos
obtenidos mediante secado por aire caliente de tallos de brécoli fermentados presentaron
valores de ay ligeramente superiores a los no fermentados. Esta tendencia, que también se
observa al analizar el contenido en agua de los polvos, podria deberse a las diferencias
estructurales existentes entre ambos productos. En el caso de los residuos fermentados, la
mayor facilidad inicial con la que se elimina el agua de la superficie del producto, mas relevante
conforme aumenta la temperatura y que da lugar al fendmeno de encostramiento, implicaria
una mayor dificultad para reducir los valores de humedad y actividad del agua (Maskan, 2001).
En el caso de la liofilizacidn, la tendencia es contraria, aunque no tan significativa, lo que indicaria
gue la degradacién del tejido celular como consecuencia de la fermentacién con L. plantarum
habria facilitado la formacion de cristales de hielo y posterior sublimacién del hielo formado. De
una manera u otra se pone de manifiesto que la actividad del microorganismo sobre la estructura
del tallo de brécoli promueve el aumento en la proporcion de agua libre o poco ligada.

Por otro lado, los polvos secados a 50 °C (SAC50 y FSAC50) presentaron un contenido en
humedad ligeramente mas elevado (p-valor < 0,05), en comparacion con el resto de los
productos en polvo. De forma similar, en un estudio previo llevado a cabo con pulpa de arandano,
el secado con aire a 60 °C resulté en un producto con un mayor contenido en humedad que el
secado con aire a 70 °C (p-valor < 0,05) (Calabuig-Jiménez et al., 2022). Este hecho podria
deberse a la mayor dificultad en alcanzar contenidos de humedad bajos cuando la deshidratacién
tiene lugar a temperaturas menores, a pesar de haberse prolongado el tiempo de secado.

En cuanto al contenido de sélidos solubles totales, el microorganismo los utilizara como
fuente de energia y carbono en su proliferacién. Por ejemplo, en un estudio sobre zumo de
manzana, el contenido de glucosa y fructosa se redujo significativamente después de 24 h de
fermentacion por L. plantarum (Li et al., 2018). Si bien es cierto, durante la fermentacion las
bacterias no solo consumen los azlcares disponibles, sino que también degradan los
polisacaridos de la matriz vegetal por accidn de las enzimas bacterianas, y liberan azlicares mas
simples, facilmente metabolizados por los microorganismos (Parada et al., 2023). Esto podria
justificar el mayor contenido en sélidos solubles totales obtenido para las muestras PAST+FERM,
FSAC60, FSAC70_50 vy FLIO con respecto al de sus equivalentes sin fermentar.

Respecto al tratamiento de deshidratacion empleado, se esperaba que la liofilizacion
resultara en un polvo con una estructura mas fragil y porosa de la que los sélidos solubles
pudieran ser mas facilmente extraidos en comparacion con los polvos SAC (Van Buggenhout
et al., 2006), tal y como se ha constatado en trabajos previos llevados a cabo con bagazo de lulo,
zanahoria o platano (Ahmed et al., 2020, Hinestroza-Cérdoba et al., 2020; Bas-Bellver et al.,
2023). Sin embargo, el mayor contenido en sdélidos solubles se obtuvo para los polvos FSACE0, lo
que podria atribuirse a las interferencias debidas a la presencia de una mayor cantidad de
compuestos solubles derivados de las reacciones de Maillard (Han et al., 2022). Esto, a su vez,
explicaria que el contenido en sdlidos solubles de los polvos obtenidos mediante SAC a
cualquiera de las temperaturas de trabajo ensayadas sea notablemente superior al del residuo
de tallo de brécoli, fermentado o no, sin deshidratar.

4.2.2 Propiedades antioxidantes

En primer lugar, en la Figura 4 se muestra el efecto de la fermentacién sobre las propiedades
antioxidantes de los 10 lotes de brdcoli empleados en este estudio.
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Figura 4. Efecto de la fermentacion sobre el contenido en fenoles (mg EAG /gms) y flavonoides (mg EQ/gms)
totales y la actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS (mg ET/gms). Relacion entre la propiedad
antioxidante en el residuo de brdcoli fermentado frente al residuo sin fermentar. Cada punto representa
un lote/fermentacion (10 en total), de modo que la desviacidn corresponde a tres replicados por cada lote.
Las barras representan el valor promedio de todos los lotes. >®<-Diferentes superindices en la misma
columna indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor
<0,05).

En general, aunque no en todos los casos ni con la misma intensidad, todas las propiedades
antioxidantes se vieron mejoradas tras la fermentacién con L. plantarum. Esta mejora resultd
especialmente acusada para el contenido en flavonoides totales y la actividad antioxidante
analizada por el método DPPH, que tomaron valores del orden de 0,38 + 0,12 mg EQ/gms ¥ 3,5
1,6 mg ET/gms en las muestras sin fermentar (PAST) y del orden de 0,6 + 0,2 mg EQ/gms y 4,4
1,8 mg ET/gms en las muestras fermentadas (PAST+FERM), respectivamente.

El tratamiento de pasteurizacién del residuo, ademas de ser un tratamiento térmico de
inactivacion de microorganismos y enzimas (Aamir et al., 2013) puede liberar algunos
compuestos fendlicos que se encontraban inicialmente unidos a la matriz vegetal (Turkmen et
al., 2005). Aunque el tratamiento resulta efectivo y rentable por su bajo coste y alta eficacia, el
contenido en nutrientes y otros compuestos bioactivos también puede verse comprometido
dependiendo del producto (Cano-Lamadrid y Artés-Hernandez, 2022). Concretamente, en el
género Brassica, el sistema glucosinolato-mirosinasa es alterado por la posible inactivacién total
o parcial de este enzima, lo que deriva en una deficiente liberacién de sus compuestos de
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hidrélisis (Rungapamestry et al., 2007). En comparacion con estudios anteriores desarrollados
en el mismo laboratorio, las propiedades antioxidantes del brécoli fresco no pasteurizado
resultaron ligeramente superiores a las obtenidas para el residuo pasteurizado que se analiza en
el presente estudio. Por ejemplo, para la capacidad antioxidante por DPPH se obtuvo una
concentracion de 3,7 + 0,3 mg ET/gms (Bas-Bellver et al., 2022), superior al promedio de PAST (3,5
+ 1,6 mg ET/gms), pero inferior al promedio de PAST+FERM (4,4 + 1,8 mg ET/gms) obtenido en este
caso.

Con respecto a la ligera mejora en las propiedades antioxidantes del tallo de brécoli tras la
fermentacidn con L. plantarum, mencionar que esta tendencia coincide con la observada en
estudios previos (Jaiswal y Abu-Ghannam, 2013; Kusznierewicz et al., 2008) y que podria deberse
a que durante la fermentacién se generan enzimas microbianos (B-glucosidasas) que son capaces
de degradar las paredes vegetales e inducir la liberacién de compuestos antioxidantes de las
estructura a la que estan unidos; asi como enzimas acidos fendlicos-reductasas que son capaces
de hidrolizar compuestos fendlicos de alto peso molecular en metabolitos con mayor actividad
antioxidante (Hur et al., 2014; Parada et al., 2023).

Por tanto, se podria afirmar que la fermentacion tiene un efecto positivo sobre las
propiedades antioxidantes del brécoli, aunque la pasteurizacion también podria estar
interfiriendo en los resultados.

A continuacion (Tabla 3), se muestran las propiedades antioxidantes de los polvos obtenidos
a partir de tallos de brécoli, fermentados y sin fermentar, deshidratados por las diferentes
técnicas, asi como la variacion calculada con respecto al valor correspondiente al residuo
pasteurizado perteneciente al mismo lote (valores entre paréntesis). Como se puede comprobar,
no siempre las muestras que presentaron valores mas elevados en una determinada propiedad
antioxidante fueron las que experimentaron un mayor incremento como consecuencia del
procesado. Por ejemplo, los polvos LIO y FLIO presentaron los valores mas elevados para la
capacidad se secuestrar el radical DPPH; sin embargo, el polvo FSAC70 experimentd el mayor
incremento en esta capacidad antioxidante tras el procesado. Esto confirma, por un lado, la
heterogeneidad que existe entre los diferentes lotes empleados como materia prima; y, por otro
lado, refuerza la idea de que la composicidon de los polvos de tallo de brdcoli no depende
Unicamente de las condiciones de procesado, sino también de la materia prima de partida.

En general, todas las propiedades antioxidantes analizadas aumentaron en los polvos con
respecto al residuo pasteurizado (valores entre paréntesis > 0). Solo en el caso del polvo SAC50
se registré un contenido en fenoles totales y una habilidad para secuestrar el radical DPPH
menores a los iniciales, lo que podria ser debido al mayor tiempo de exposicidn a la corriente de
aire requerido en este caso para alcanzar la aw objetivo. Este también seria el motivo por el cual
el contenido en fenoles totales del polvo SAC70_50 también resultd inferior al del residuo
pasteurizado. Por el contrario, al aumentar la temperatura del aire de secado y acortar la
duracion de este, el valor de la variacion de propiedad calculado con respecto al residuo
pasteurizado se incrementd. En estos casos, la exposicidon a temperaturas mas elevadas pudo
desencadenar la conversion de algunos compuestos antioxidantes a formas mas reactivas, al
igual que la formacidn de nuevos compuestos con propiedades antioxidantes tales como los
productos de reacciones de Maillard, asi como otras reacciones bioquimicas que se ven
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favorecidas por temperaturas de exposicion elevadas (Santos y Silva, 2008). Por otro lado,
temperaturas elevadas también pueden inactivar enzimas prooxidantes.

Tabla 3. Efecto del secado sobre el contenido en fenoles (mg EAG /gms) y flavonoides (mg EQ / gms) totales
y sobre la actividad antioxidante medida por los métodos DPPH y ABTS (mg ET/ gms) de los polvos de tallo
de brdcoli obtenidos, asi como la variacidon con respecto al residuo inicial pasteurizado (valores entre
paréntesis). Los valores absolutos son la media + desviacién estandar de dos lotes (3 replicados/lote).

Para los incrementos se ha tenido en cuenta el valor inicial (pasteurizado) correspondiente a cada lote.

FENOLES TOTALES FLAVONOIDES TOTALES AO DPPH AO ABTS
TRATAMIENTO (¢ EAG /g,,) (Mg EQ /Ems) (Mg ET/gyn,) (Mg ET/ g5)
SAC50 1,9+ 0,22 1,724 + 0,010%¢ 1,02 £ 0,08° 13 +4°
(-03+0,2)" (3,7 +1,2)8 (-05+0,4)4 (2,0 + 1,1)AB¢
FSAC50 6 + 4abc 2,37 +1,12b<¢ 2,840,3° 19 + 3«
(1+2)48 (6 +5)48 (0,4 +0,9)*8 (3,5 + 0,9)4B¢
SAC60 5 + 4abc 3+ 3« 59+ 0,6 20 + 6)¢
(312)%8 (7 + 6)*8 (0,5 + 0,6)4B (3,7 + 1,1)48¢
FSAC60 9+ 8 4449 8 + 4cde 22 + 6¢
(6 +2)"B (9 +£7)%8 (1+2)48 (4,1 £ 1,1)8¢
SAC70 4+ 3 2,3 + 0,5b<d 7 + 3bcd 19 + 8
(5 +5)4B (8 £ 6)*B (5 + 6)4B (4 + 3)ABC
FSAC70 6,5 + 1,2b¢ 2,9 + 0,2¢ 9,99 + 1,05¢ 22 + 6¢
(12 +14)° (104 5)8 (6 +6)° G+3)°
SAC70_50 5 + 8abc 0,84 £ 0,082 7 + 3bc 17,0 + 1,75
(=0,5+1,7) (0,94 + 0,11)4® (1,39 £ 0,02)4F (4 +3)8¢
FSAC70_50 44+ 1,4 1,3 0,92 8,8 + 1,4¢ 20,7 + 0,9
(2+3)*® (2+3)A (2,3 +0,8)48 (5+3)¢
LIo 9 + 4¢ 1,6 + 0,5%¢ 14,21 + 0,14 5,5+ 0,3
(1,9 +1,5)%8 (35+1,5)*8 (1,60 + 0,06)4F (0,03 £0,05)*
FLIO 5,9 + 0,8 2,3 + 0,6bcd 12,4 + 1,8f 7,99 + 1,022
(1,0 £ 0,4)*8 (5 +2)*B (1,3 +0,4)48 (0,5+ 0,2)*B

Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas con un
nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05) entre los valores absolutos (>*¢) o entre los incrementos
calculados con respecto al residuo pasteurizado (*5C).

Las reacciones de Maillard son reacciones no enzimaticas que tienen lugar durante el proceso
de secado, y otros que tienen lugar a temperaturas elevadas. En concreto, se trata de una
glicosilaciéon entre los azlcares libres reductores y los aminoacidos libres procedentes de las
proteinas desnaturalizadas, dando lugar a productos que confieren de nuevas propiedades
antioxidantes al residuo (Yan et al., 2023). De forma similar, durante el secado de manzana con
aire a 40, 60 y 80 °C se observo que la capacidad antioxidante medida por el método del radical
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DPPH se vio notablemente incrementada tras el secado a cualquiera de las tres temperaturas,
mientras que el contenido en fenoles totales resultd especialmente elevado tras el secado a 80
°C (Vega-Galvez et al., 2012). En otro estudio llevado a cabo en bagazo de arandano, el contenido
en fenoles totales y la capacidad antioxidante medida por el método del radical ABTS del
producto deshidratado también alcanzaron valores notablemente elevados tras el secado a 70
°C que tras el secado a 60 °C (Calabuig-Jiménez et al., 2022). En cuanto al menor incremento en
las propiedades antioxidantes experimentado por los polvos obtenidos mediante liofilizacién, se
podria argumentar que las menores temperaturas experimentadas durante este proceso
estarian favoreciendo la conservacién de los compuestos bioactivos naturalmente presentes en
el brécoli, pero no estarian promoviendo las reacciones que tienen lugar durante el SAC. Por otro
lado, como consecuencia de la estructura porosa caracteristica de los productos liofilizados, los
compuestos antioxidantes pueden llegar a estar mas expuestos al oxigeno una vez obtenidos,
por lo que pueden degradarse mas facilmente (Tylewicz et al., 2020).

Finalmente, se podria afirmar que la fermentacién con L. plantarum previa a la deshidratacion
en unas determinadas condiciones resulta en polvos con mejores propiedades antioxidantes, lo
gue queda reflejado no solo en el valor que toma la propiedad antioxidante en cuestidn, sino
también en la variacién experimentada con respecto al valor que toma la propiedad en el residuo
pasteurizado. Para explicar esto hay que tener en cuenta que las colonias del género
Lactobacillus, cuando estan expuestas a especies reactivas, son capaces de generar mecanismos
propios de proteccién frente al estrés oxidativo, incluyendo la formacién de antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos (Hur et al., 2014). El hecho de que la viabilidad del microorganismo
pueda verse afectada como consecuencia de la exposicién a una corriente de aire a elevada
temperatura durante un tiempo prolongado (Anjum et al., 2022) explicaria que el incremento en
el contenido en fenoles totales experimentado como consecuencia del procesado por los polvos
FSAC60 y FSAC70 no presente diferencias estadisticamente significativas, pese a las diferentes
temperaturas de secado.

4.2.3 Crecimiento microbiano

Al fermentar el tallo de brdcoli con un microorganismo potencialmente probidtico se persigue
alcanzar la maxima concentracidn microbiana en el producto fermentado y en el polvo obtenido
tras su deshidratacion. Si bien la eficacia de la fermentacion de un sustrato vegetal depende de
multiples factores tales como el nivel de oxigeno, la propia naturaleza del sustrato vegetal o la
presencia de microorganismos patégenos competidores, la supervivencia del microorganismo
durante el procesado y posterior almacenamiento depende fundamentalmente de las
condiciones en las que se desarrollen estos procesos (Borges et al., 2016). Con una seleccion
adecuada de las variables de proceso seria posible alcanzar la concentracion minima
recomendada de 10°-10% UFC/g para poder atribuir al polvo el calificativo de probidtico.
(Champagne et al., 2011).

A continuacidn, en la Figura 5 se muestran los resultados de los recuentos microbianos
realizados a partir del tallo de brdcoli recién inoculado, el tallo de brécoli pasteurizado y
fermentado y los diferentes polvos obtenidos a partir de éste.
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Figura 5. Recuento de viables en el tallo de brécoli recién inoculado, tras 24 h de fermentacién con L.
plantarum y en los polvos obtenidos a partir de éste. Las barras de error representan la desviacién
estandar de dos repeticiones (2 replicados/repeticién). #*<-Diferentes superindices en la misma columna
indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

El incremento observado en la poblacidn microbiana como consecuencia de la fermentacion
confirma que el tallo de brécoli pasteurizado es un sustrato adecuado para el éptimo crecimiento
de L. plantarum, lo que ya quedod constatado en estudios previos con otros vegetales del género
Brassica (Kusznierewicz, et al., 2008). Entre las caracteristicas por las que este microorganismo
resulta el mas empleado en los procesos de fermentacidon de vegetales destacan su capacidad
para resistir el alto contenido salino y acido habitual en encurtidos a base de pepino, batata o
yuca (Behera et al., 2018).

Como se puede observar, el recuento de viables experimentd un notable descenso tras la
deshidratacion por cualquiera de las técnicas ensayadas. El analisis estadistico de los resultados
reveld que no existen diferencias estadisticamente significativas (p-valor > 0,05) para el
contenido en L. plantarum entre los diferentes polvos, aunque el polvo FSAC60 presentd valores
ligeramente mas elevados. Aunque el recuento de viables en todos los polvos presenté valores
por encima de 107 UFC/g, habria que comprobar que estos niveles se mantienen a lo largo del
almacenamiento previo a su consumo, ya que posibles variaciones en los niveles de oxigeno, el
pH o la temperatura utilizada durante el proceso, asi como en la humedad relativa del medio,
podrian tener repercusiones nefastas sobre la viabilidad del microorganismo probidtico (Anjum
et al., 2022). Borges et al. (2016) también obtuvieron recuentos de L. plantarum en torno a 6-7
logio UFC/g tras el secado por aire caliente de fresa y platano. En frutas como la granada (Vikram-
Simha et al., 2012) o la naranja, la liofilizacidon también resulté una técnica de deshidratacién
mas adecuada que el secado por aire caliente para garantizar la viabilidad de L. plantarum
(Barbosa et al., 2015). Si bien, es cierto que, al igual que en el secado por aire caliente, algunos
factores pueden afectar negativamente a la viabilidad del probidtico durante la liofilizacion,
entre los que se encuentran la formacidn de hielo intracelular y la alta osmolaridad debido a la
eliminacion del agua y el aumento resultante en la concentracién de solutos, que termina
dafiando la integridad y fluidez de la membrana microbiana (Wang et al., 2020a).

Con el fin de preservar la viabilidad del microorganismo, y apoyado también por los resultados
del apartado anterior, se selecciond el tratamiento de secado por aire caliente a 60 °C para
comprobar su respuesta a la digestidon simulada in vitro. En este sentido, se intentan reducir los
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dafios en la membrana lipidica y la inactivacion de enzimas probidticas provocadas por la
exposicidn a mayores temperaturas (Anjum et al., 2022). Como control, se decide digerir
también el polvo que se obtiene mediante liofilizacidon ya que, pese al elevado coste de esta
técnica, suele escogerse como tratamiento de referencia en cuanto a la conservacidon de
compuestos bioactivos termosensibles y microorganismos. Existen numerosos estudios que
confirman una mejor conservacion durante un periodo de tiempo mas prolongado de los polvos
obtenidos mediante liofilizacion con respecto a los obtenidos mediante otras técnicas de
deshidratacion (Karam et al., 2016). Asi pues, los polvos LIO y FLIO también se seleccionaron para
evaluacion su respuesta a la digestion simulada in vitro.

4.4 RESPUESTA DE LOS POLVOS A LA DIGESTION SIMULADA IN VITRO

Los polvos seleccionados para evaluar su respuesta a la simulacion de la digestion
gastrointestinal in vitro fueron los obtenidos a partir de tallo de brdcoli fermentado y sin
fermentar, y posteriormente liofilizado o secado con aire a 60 °C.

4.4.1 Propiedades antioxidantes de los polvos de residuo de brécoli tras la
digestion simulada in vitro

La efectividad y los beneficios de los compuestos fitoquimicos presentes en el polvo de brécoli
dependen en gran medida de cémo se comporten durante el proceso de digestion, en el que las
condiciones de proceso determinan la bioaccesibilidad y la biodisponibilidad final de los
compuestos de interés. En primer lugar, la fase oral (FO) simula los movimientos mecanicos,
como la masticacion, que permiten la penetracion de compuestos endégenos, como enzimas y
sales hacia el alimento. En la fase géstrica (FG), la acidificacidon del medio, la agitacion, el tiempo
de incubacién y la concentracién de enzimas como la pepsina son determinantes. La fase
intestinal (FI) queda definida por el pH alcalino, el tiempo de incubacién, la presencia de enzimas
como la pancreatina y la simulacién de los movimientos peristalticos (Dantas et al., 2023). Todos
estos aspectos son importantes para evaluar las propiedades antioxidantes al final de cada una
de las fases. Los resultados de las propiedades antioxidantes de los polvos SAC60, FSAC60, LIO y
FLIO después de las fases gastrica e intestinal simuladas in vitro se presentan en la Tabla 4. Segun
puede observarse, no se distingue entre fase liquida o sobrenadante y precipitado, ya que no
siempre pudo separarse fraccidon sobrenadante de la muestra digerida. Por lo tanto, se decidid
presentar los resultados en el total digerido.

De forma general, el contenido en fenoles y flavonoides totales tras la digestién simulada in
vitro del polvo FLIO obtenido al final de las FG y Fl fueron significativamente mas elevados a los
del resto (p-valor < 0,05). Ademas, el contenido en compuestos fendlicos aumenté en todos los
casos al pasar de la FG a la Fl, pese a que las estructuras fendlicas parecen ser resistentes a la
hidrélisis en medio acido, como el SGF, y vulnerables en medio alcalino, como el SIF. Esto ultimo
ha quedado descrito en otros estudios en frutas como el melén (Gdmez-Garcia et al., 2022), en
el que el contenido en fenoles y flavonoides totales de las muestras se redujo tras el contacto
con la Fl.
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Tabla 4. Respuesta a la digestiéon simulada in vitro de las fases gdstrica (FG) e intestinal (FI) sobre el
contenido en fenoles (mg EAG/ gms) y flavonoides (mg EQ / gms) totales y la actividad antioxidante por los
métodos DPPH y ABTS (mg ET/ gms) de los polvos obtenidos mediante secado por aire caliente a 60 °Cy

liofilizacidn, fermentados y sin fermentar. Media + desviacion estandar de tres repeticiones.

TRATAMIENTO FG FI
SAC60 0,33+0,17¢ 38+0,72
FENOLES TOTALES FSAC60 3,97 +£0,11° 52+0,8°
(mg EAG/8muestra digerida) Lo 4,0 + 0,6 49 + 0,60
FLIO 4,9 £ 0,4¢ 8,2 £ 0,4¢
SAC60 1,50 £ 0,06° 1,17 £ 0,063
FLAVONOIDES TOTALES FSAC60 1,56 £0,07° 1,340.2°
(Mg EQ/Bmuestra igerida) Lo 1,10 + 0,24 0,7 + 0,23
FLIO 1,6 +£0,3° 1,9+ 0,7°
SAC60 4,2 + 1,22 5,6+0,62
AO DPPH FSAC60 4,8 40,52 8+3b
(Mg ET/gmuestra digerida) Lo 7 4 2b 5.7 + 0,4
FLIO 742 4,52 +0,122
SAC60 11,8+ 1,7° 12,5 + 0,820
AO ABTS FSAC60 11,0 + 1,8 11 + 22b
(Mg ET/gmuestra igerida) Lo 8+22 14,0  1,2°¢
FLIO 11,3+ 1,6° 15 + 2¢

abe-Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas con
un nivel de confianza del 95% (p-valor <0,05).

Sin embargo, en estudios previos en zanahoria, el comportamiento fue similar al obtenido en
el presente trabajo (Bas-Bellver, et al., 2023). La liberacién progresiva de compuestos fendlicos
a lo largo de la digestidn in vitro se deberia posiblemente a que las condiciones presentes en el
intestino delgado, como el pH y la pancreatina, favorecen la solubilizacién de ciertos compuestos
fendlicos previamente unidos a macromoléculas o presentes en forma reducida. Ademas, las
interacciones entre los compuestos fendlicos y otros componentes de la dieta, como azucares
liberados durante la digestion, pueden desempefiar un papel protector en sus cambios durante
el proceso digestivo, afectando a su solubilidad y potencial biodisponibilidad (Martinez-Las Heras
et al., 2017). En otro estudio realizado en diferentes variedades de lichi, se obtuvieron resultados
distintos en cuanto al contenido total de fenoles y flavonoides después de las etapas de la
digestidn, lo que demuestra la amplia variacion existente entre cada variedad de lichi (Su et al.,
2019). Por lo tanto, las diferencias en la estructura de los compuestos fendlicos también pueden
condicionar su comportamiento durante cada una de las etapas de la digestion. En este sentido,
se entiende que el contenido total de flavonoides, que son un tipo de polifenoles, pueda
disminuir entre la FG y la FI.

La variacién del pH en el entorno digestivo y la interacciéon con las enzimas digestivas
favorecen la liberacién de compuestos que estdn unidos a la matriz alimentaria mediante
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hidrélisis, asi como la formacidon de nuevos compuestos fendlicos. Estos cambios conllevan
modificaciones en las actividades antirradicales, que aumentan a lo largo de la digestién, lo que
significa que los compuestos se vuelven mds disponibles a medida que progresa el proceso
digestivo (Ortega et al.,, 2011; Alminger et al., 2014; Wojtunik-Kulesza et al., 2020). Este
comportamiento estd justificado por otros estudios en frutas, en los que la liberacién de
compuestos fendlicos en unidades mas simples se dio como consecuencia del cambio de pH de
acido a alcalino (Dantas et al., 2023), asi como en un estudio sobre restos de rabano negro,
donde se sugiere que la interaccidon del enzima pancreatina facilitd la liberacién de fenoles
totales (Ylcetepe et al., 2021).

La capacidad antioxidante estd fuertemente relacionada con la presencia de compuestos
fendlicos, ya que pueden hidrolizarse en compuestos antioxidantes mas simples siendo capaces
de reaccionar con los radicales libres de DPPH y ABTS (Wojtunik-Kulesza et al., 2020). El paso de
la muestra a través de FG y Fl muestra un aumento en el contenido antioxidante por DPPH en
los polvos SAC60 y FSAC60, que no ocurre en LIO ni FLIO. Puede ser que la estructura porosa y
fragil que se obtiene por liofilizacién dé lugar a una mayor exposicién de los compuestos
antioxidantes a los fluidos simulados de la digestidn (Tylewicz et al., 2020), y con ello una mayor
degradacién. De forma contraria, la capacidad antioxidante por ABTS experimentd una mejora
en las muestras liofilizadas frente a las secadas por aire caliente desde la FG hasta la Fl. Esto
puede deberse a la variacion de pH, que promueve la deprotonacién de los anillos aromaticos
de compuestos fendlicos variando la composicidn antioxidante de la muestra, lo cual ha quedado
descrito en diferentes variedades de manzana (Bouayed et al., 2011). La estructura quimica de
los compuestos fendlicos juega un papel importante en la eliminacién de radicales libres, segun
se refleja en un estudio sobre semillas en polvo secado por aire caliente a 60 °C de 11 frutas que
evidenciaron que la posicion y el nimero de grupos hidroxilo en los anillos aromaticos de
polifenoles determina la capacidad antioxidante de los compuestos liberados (Chen et al., 2016).

Con respecto a la variable fermentacidn, tras la FG se observan diferencias significativas (p-
valor < 0,05) entre las diferentes muestras analizadas, siendo el polvo FLIO el que presenté
valores mas elevados para cada una de las propiedades antioxidantes analizadas. También se
constata un comportamiento similar después de la Fl, observdndose una mayor liberaciéon de
compuestos en las muestras liofilizadas y fermentadas, excepto parar la capacidad AO con DPPH.

No obstante, ademas de los valores absolutos después de cada una de las etapas, resulta
necesario comparar estos resultados tras la digestiéon con los valores iniciales en el polvo, con el
fin de comprobar el impacto de las condiciones de la digestion sobre la liberacién de compuestos
tras cada una de las etapas. A tal fin, los resultados del indice de recuperacion (IR) para cada una
de las propiedades antioxidantes, tras las fases gastrica e intestinal se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. indice de recuperacién (%) del contenido en fenoles y flavonoides totales y de la capacidad
antioxidante por los métodos DPPH y ABTS tras la digestion simulada in vitro en las fases gastrica (FG) e
intestinal (FI). Media + desviacién estandar de tres repeticiones. Las barras de error representan la
desviaciéon estandar de dos repeticiones (3 replicados/repeticién). *><-Diferentes superindices en la
misma serie indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor
<0,05).

El IR en las muestras liofilizadas (LIO y FLIO) resultd por lo general significativamente inferior
(p-valor < 0,05) al de los polvos obtenidos mediante secado del residuo con aire a 60 °C (SAC60
y FSAC60), para los que se obtuvieron valores superiores al 100%. Las diferencias entre las
muestras SAC y LIO podrian deberse a que determinados compuestos bioactivos que habrian
sido preservados por el proceso de liofilizacién habrian quedado mas expuestos a los posibles
efectos adversos de la digestion, consecuencia de las variaciones de pH, concentraciones de los
fluidos gastricos y enzimas. Del mismo modo, la estructura porosa y el menor tamafio de
particula que suele resultar de liofilizar el residuo habria dejado mas expuestos una parte de los
compuestos responsables de la actividad antioxidante. En Bas-Bellver et al. (2020) se observd un
resultado similar para carotenoides y antocianinas presentes en polvo de residuo de caqui y
arandano.

Asimismo, se observa un aumento generalizado en el IR de todas las propiedades
antioxidantes al pasar de la FG a la FI, excepto en el caso de flavonoides totales. Esto ultimo
podria deberse a que, en el estdmago, el pH bajo permite la hidrélisis de flavonoides en unidades
de menor tamafio, que son inestables a niveles altos de pH con los que se encuentra en la Fl,
resultado que ha sido reportado en diferentes estudios sobre la corteza de granada (Gullon et
al., 2015; Mall y Patel, 2023).

Respecto a la accion de L. plantarum, se observa que, para una misma técnica de
deshidratacion, la recuperacién de compuestos antioxidantes tras la digestion es mayor en las
muestras fermentadas que en las no fermentadas. Este resultado estaria sugiriendo que la
presencia de microorganismos puede ayudar a la liberacién de compuestos fendlicos, asi como
a la formacién de nuevos compuestos antioxidantes. Dong et al. 2023 han comprobado este
comportamiento en pulpa de bayas con respecto a la fermentacidén con bacterias dcido-lacticas,
ya que refirieron un aumento significativo (p-valor < 0,05) en las propiedades antioxidantes de
las muestras fermentadas frente a las no fermentadas, tras la digestidon simulada in vitro. Esto
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seria indicativo de que la presencia de L. plantarum puede aumentar la liberacién de compuestos
bioactivos, debido a la accidn paralela de enzimas como las glucosidasas (Wojtunik-Kulesza et
al., 2020).

En general, el IR resultd mayor en los polvos FSAC60, aunque los resultados de la Tabla 4
muestran que los polvos obtenidos por FLIO son los que presentan mejores propiedades
antioxidantes después de la Fl. Por tanto, la técnica de deshidratacion empleada condiciona en
gran medida la respuesta a la digestidn in vitro. Asi como los polvos LIO digeridos presentan en
general mejores propiedades antioxidantes, lo que permitiria una mayor absorcién potencial de
estos compuestos (mayor bioaccesibilidad); en los polvos SAC, el efecto de la digestién es mas
relevante, de modo que las enzimas y las condiciones gastricas e intestinales serian capaces de
liberar una mayor cantidad de compuestos con propiedades antioxidantes, y que con
anterioridad a la digestidn estarian unidos a la matriz vegetal. Este comportamiento ha quedado
contrastado en estudios previos en los que los productos LIO mostraron valores de IR inferiores
a los obtenidos por SAC para algunas de las determinaciones antioxidantes, a pesar de presentar
mayor contenido tras la digestion (Bas-Bellver et al., 2023).

4.4.2 Recuentos microbianos

Se sabe que L. plantarum muestra buena habilidad de adhesion y adaptacién a las
condiciones del tracto gastrointestinal por lo que, si sobrevive, podra ejercer su funcién como
probidtico en el huésped (Behera et al., 2018). En los polvos FSACE0, los recuentos microbianos
tras las fases gastrica e intestinal resultaron inferiores a 4 logio UFC/g, confirmando el deterioro
del microorganismo en el transcurso de la muestra por la exposicidon a variaciones del pH,
presencia de enzimas digestivas y concentraciones de sales que pueden causar la inactivacion de
este. No obstante, en el caso de las muestras FLIO, se obtuvieron valores algo superiores, 4,5
0,4 logi1o UFC/genla FGy 4,4 £ 0,2 logio UFC/g en la Fl. Hay que destacar que, a partir de ambos
procesos de deshidratacion, se obtienen resultados inferiores a los obtenidos antes del proceso
de digestidn recogidos en la Figura 5, algo que se puede entender como consecuencia de la
adicion de las mezclas SSIF, SGF y SIF, que aumentan el volumen final de la muestra pudiendo
diluir la concentracidn final del microorganismo.

Pese a que la viabilidad de L. plantarum se vio afectada tanto en polvos SAC como en polvos
LIO, las muestras liofilizadas presentaron una mayor viabilidad microbiana tras la digestion.
Podria ser que este método de deshidratacion hubiera generado menos estrés en el
microorganismo, de modo que habria resistido mejor la simulacion de la digestion in vitro.

Una forma de aumentar la resistencia microbiana a su paso por el tracto gastrointestinal
consiste en su microencapsulacion, de forma que los microorganismos no estan expuestos
directamente a las variaciones fisicoquimicas. Zhang et al. (2020) han realizado estudios en esta
linea a partir de la microencapsulacion de polvos de fruta del paraiso fermentados con
probidticos, entre ellos L. plantarum. Por tanto, una propuesta de futuro podria pasar por realizar
estudios de microencapsulacion que mejoren la viabilidad del microorganismo ya que las
condiciones fisicoquimicas de la digestién, como el pH acido de la FG, afectan a la tasa de
supervivencia de los probidticos que atraviesan el tracto digestivo (Yan et al., 2019). Otra forma
de conferir resistencia a los microorganismos durante la digestion seria someter la suspension
microbiana a una operacion de alta presiones de homogenizacidn, efecto que ha podido
comprobarse sobre L. salivarius (Burca-Busaga et al., 2021).
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

La obtencidon de polvos a partir de residuos hortofruticolas puede considerarse ya como una
estrategia en el desarrollo de sistemas alimentarios mas sostenibles.

En el presente trabajo se ha comprobado que las operaciones de fermentacién y
deshidratacion, combinadas con la disrupcidn previa y la molienda final, permiten la obtencién
de un producto deshidratado en polvo estable, con capacidad de ser almacenado y utilizado
posteriormente. La transformacién de los residuos de brdcoli en polvos ha resultado en una
mejora de sus propiedades fisicoquimicas y antioxidantes, lo que confirma el potencial que
tienen estos residuos para ser transformados en ingredientes funcionales, que podrian ser
utilizados para la fortificacion de alimentos.

En cuanto al impacto de las diferentes técnicas de deshidratacion empleadas, la mayor
temperatura durante el secado por aire caliente ha favorecido la generacidén de compuestos con
actividad antioxidante, y la preservacion de otros debido a una cinética mas rapida y menor
tiempo de exposicion a condiciones de deterioro. En el futuro seria conveniente evaluar la
estabilidad de estas propiedades a lo largo del almacenamiento, con el fin de concretar la vida
util de los productos en polvo. En cuanto a la fermentacion con L. plantarum, se ha comprobado
la contribucion del microorganismo a la liberacién de compuestos antioxidantes de la matriz
vegetal, y se han obtenido polvos con un nimero suficiente de colonias viables.

La simulacién de la digestion in vitro permite esclarecer el efecto del proceso digestivo sobre
las variables fisicoquimicas como el pH, la presencia de enzimas o la concentracién de las sales
que son determinantes en la liberacidn o hidrdlisis de los compuestos fitoquimicos presentes en
los polvos. Los ensayos de digestidn in vitro han demostrado un mayor impacto de la digestion
en los polvos SAC, en cuanto a la liberacion progresiva a lo largo de las fases estudiadas; en
cambio, los polvos LIO son los que han permitido preservar mejor la viabilidad del
microorganismo, en los productos fermentados. Este Ultimo resultado confirma la posibilidad de
desarrollar polvos probidticos que sobreviven a la digestidn, con propiedades fisicoquimicas y
microbioldgicas interesantes. De cara al futuro, podria proponerse la aplicacién de técnicas que
permitan una mayor supervivencia del microorganismo, tales como la microencapsulacion, o la
aplicaciéon de altas presiones de homogenizacién, para conferir mayor resistencia al
microorganismo.

En términos generales, se concluye que el producto en polvo obtenido a partir de tallos de
brécoli resulta en un ingrediente que podria ser reincorporado a la cadena alimentaria por sus
propiedades fisicoquimicas y antioxidantes, con el fin de aumentar el valor nutricional de
alimentos. Estos ingredientes podrian adicionarse a productos de diferentes industrias tales
como la panadera, carnica, o el desarrollo de sopas o bebidas enriquecidas, entre otras. Al
tiempo de fortificar los productos, los productos en polvo obtenidos también podrian ejercer
cierta actividad antimicrobiana y ser utilizados como saborizantes o colorantes. Todo esto, habria
de confirmarse mediante estudios de formulacidn de alimentos, los cuales podrian plantearse
como continuacion al presente trabajo.
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ANEXO I: Relacién del trabajo con los objetivos de desarrollo sostenible de la
agenda 2030

1. Grado de relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)

OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLES ALTO | MEDIO | BAJO NO
PROCEDE

ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacion de calidad X
ODS 5. Igualdad de género X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econdmico X
ODS 9. Industria, innovacién e infraestructuras X
ODS 10. Reduccidn de las desigualdades X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles X
ODS 12. Producciéon y consumo responsables X
ODS 13. Acciodn por el clima X
ODS 14. Vida submarina X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones soélidas X
ODS 17. Alianzas para lograr los objetivos X

2. Descripcion de la alineacion del TFG con los ODS con un grado de relaciéon mas alto

La industria alimentaria y su gestién ineficiente sobre las pérdidas producidas durante la
cadena de produccidn juegan un papel importante en el deterioro de los ecosistemas,
biodiversidad y recursos naturales. Asimismo, es necesaria la concienciacidn social para reducir
alimentos desperdiciados que se descartan en lugar de ser consumidos, agravando aun mas el
impacto medioambiental de la industria alimentaria. En este sentido, con el fin de
comprometerse con los ODS establecidos en 2015, se debe encontrar un equilibrio de
sostenibilidad ambiental, asi como social y econdmico. Para el cumplimiento de estos, se
necesita una mayor implicacién y responsabilidad colectiva, al igual que la colaboracién entre
los distintos sectores privados y publicos. El presente trabajo fin de grado aporta una posible
solucidn que podria no solo reducir las pérdidas y desperdicios, sino que también revalorizar
estas materias primas reintroduciéndolas en las cadenas de produccion.

Uno de los objetivos de alto grado de relacién es el ODS 2 “Hambre cero” que consiste en
poner fin al hambre mundial. Se sabe que un tercio de los alimentos se pierde a lo largo de la
cadena de produccion durante cada afio. Mientras la desnutricidon es uno de los problemas que
persiste tras décadas, donde 8,9 millones de personas en el mundo padecen hambre.
Paraddéjicamente el nimero de los desperdicios producidos por el propio consumidor sigue en
aumento, y con ello la demanda de produccion de los alimentos.

Para alcanzar este objetivo debe producirse un cambio en el sistema agroalimentario,
centrandose en promover la seguridad alimentaria mediante bases econdmicas y sociales que
promuevan la sostenibilidad ambiental. Asi, la obtencion de ingredientes en polvo a partir de
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residuos permite eliminar el concepto de usar y tirar, e introduce el de economia circular por la
gue se inician procesos de reutilizacién de los residuos generados. Ademas, las etapas del
proceso de produccién de los ingredientes en polvo como la fermentacién o el secado son
técnicas ampliamente utilizadas que las industrias pueden incorporar en su dindmica de trabajo.

Alguna meta del ODS 2 que mas relacién tiene es la meta 2.4: “Para 2030, asegurar la
sostenibilidad de los sistemas de produccién de alimentos y aplicar practicas agricolas resilientes
gue aumenten la productividad y la produccidn, contribuyan al mantenimiento de los
ecosistemas, fortalezcan la capacidad de adaptacién al cambio climatico, los fenémenos
meteoroldgicos extremos, las sequias, las inundaciones y otros desastres, y mejoren
progresivamente la calidad del suelo y la tierra”. En el presente trabajo, se estudia un proceso de
valorizacién de productos, con el fin de utilizar los desperdicios como nueva materia prima para
la produccion de ingredientes funcionales con aplicaciones en la industria alimentaria, desde
snacks, bebidas hasta sustitutos nutricionales. Por tanto, es una técnica que promueve la
preservacion de los ecosistemas actuales garantizando el bienestar de las generaciones futuras.

Por otro lado, el ODS 3 “Salud y bienestar” busca garantizar una vida sana y promover el
bienestar social y de las generaciones futuras. Por tanto, la obtencidn de ingredientes en polvo
propone una alternativa al desperdicio de alimentos, de forma, que las emisiones generadas no
habran sido en vano. Su reintroduccién en la cadena alimentaria no solo reduce el impacto
medioambiental, sino que también puede aportar propiedades excepcionales en la elaboracion
de alimentos con ingredientes en polvo de alto valor antioxidante y nutracéutico.

Una de las metas relacionadas con la propuesta como la meta 3.4: “Para 2030, reducir en un
tercio la mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles mediante la prevencién y el
tratamiento y promover la salud mental y el bienestar”. La fermentacién con un microorganismo
probidtico sobre el residuo de brécoli permite la obtencion de polvos probidticos beneficiosos
para la salud por sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes e inmunomoduladoras. Su
consumo promoveria un estilo de vida saludable por su potencial en la prevencién y tratamiento
de enfermedades, como el cancer, diabetes, cardiopatias, intestinales y microbianas.

Finalmente, el ODS 12 “Garantizar modalidades de consumo y produccién sostenibles” tiene
como objetivos impulsar a las fuerzas econdmicas mundiales que utilizan el medio ambiente
natural y de los recursos de forma destructiva sobre el planeta, para que realicen cambios en el
sistema actual. Para ello, se necesita concienciacion individual y colectiva para llevar a cabo un
consumo responsable y sostenible de los recursos.

Dentro del ODS 12, destacan las siguientes metas, la meta 12.3: “De aqui a 2030, reducir a la
mitad el desperdicio de alimentos per capita mundial en la venta al por menor y a nivel de los
consumidores y reducir las pérdidas de alimentos en la cadena de produccién y suministro,
incluidas las pérdidas posteriores a la cosecha” y la meta 12.5: “De aqui a 2030, reducir
considerablemente la generacion de desechos mediante actividades de prevencion, reduccion,
reciclado y reutilizacion”. Juntas describen los objetivos que el presente trabajo quiere llevar a
cabo, en el que se busca reutilizar los residuos alimentarios como principal materia prima del
proceso, de forma que las pérdidas en produccién no se considerarian como tal, y se utilizarian
en la obtencidn de polvos como ingredientes funcionales.
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