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RESUMEN

Reducir el desperdicio alimentario es uno de los principales objetivos de la agenda 2030, debido no
sélo al problema medioambiental que representan estos desechos organicos, sino también al
problema social, econdmico y de salud que genera la pérdida de alimentos ya producidos y que han
consumido recursos, acuciado por el reto de alimentar a una poblacién creciente. El sector
hortofruticola es uno de los sectores que mas contribuyen al desperdicio alimentario. Atendiendo
a la continua busqueda de medidas que garanticen un desarrollo sostenible, la industria
alimentaria, y en particular la industria hortofruticola, se enfrenta al reto de implementar un
sistema de economia circular que permita la valorizaciéon de los residuos desechados y su
reincorporacion a la cadena alimentaria. Una de las aproximaciones que permite un
aprovechamiento integral de los residuos es la de su transformacién en ingredientes funcionales
en polvo, a través de un sencillo proceso que incluye las etapas de triturado, deshidratacién y
molienda, obteniéndose productos en polvo estables y ricos en compuestos bioactivos, y
contribuyendo al concepto de dietas mas saludables y sostenibles.

A este proceso de valorizacidn se pueden incorporar pretratamientos con el fin de originar cambios
estructurales o bioquimicos que permitan aumentar la concentracidon de compuestos de interés, o
bien que mejoren sus caracteristicas de cara al secado posterior. En estudios previos, se han
estudiado pretratamientos fisicos tales como la intensidad de disrupcién del tejido vegetal y la
congelacion-descongelacion. En este trabajo, se pretende profundizar en el empleo de
pretratamientos bioldgicos (fermentacidn) y termo-fisicos (autoclavado, microondas, ultrasonidos,
pasterizacién) con el fin de conocer su efecto sobre el residuo y las caracteristicas del polvo
obtenido.

Por tanto, el presente trabajo de fin de grado tuvo por objeto estudiar el impacto de diferentes
pretratamientos y técnicas de deshidratacion sobre las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes
de productos en polvo obtenidos a partir de tallo de brdcoli.

Para ello, se llevd a cabo un estudio preliminar en secadores de bancada, tras el cual se definieron
latemperatura y el tiempo de secado que resultaban en polvos estables y con mejores propiedades
antioxidantes. Por otro lado, se ensayaron diferentes niveles de las variables del pretratamiento
por microondas, ultrasonidos y fermentacion, con el fin de seleccionar las condiciones a las que se
aplicarian estos pretratamientos. Para ello, se estudié el impacto del pretratamiento sobre las
propiedades fisicoquimicas del residuo de brdcoli pretratado (humedad, actividad del agua, sélidos
solubles totales), incluidas las antioxidantes (fenoles totales, flavonoides totales, y capacidad
antioxidante por los métodos ABTS y DPPH); asi como el impacto sobre la estructura del tejido
vegetal, mediante microscopia electrénica de barrido a bajas temperaturas (Cryo-SEM). Una vez
seleccionadas las condiciones de los pretratamientos, se procedid a obtener los productos en polvo
a partir de residuo de brdcoli sometido a los diferentes pretratamientos termofisicos y bioldgicos,
y posterior liofilizacién o secado por aire caliente, en un secador de planta piloto. Seguidamente,
se analizo el impacto del procesado sobre las propiedades fisicoquimicas (xw, aw Y Xss), incluidas las
propiedades antioxidantes (fenoles totales, flavonoides totales, y capacidad antioxidante por los
métodos del radical libre ABTS y DPPH), de los productos en polvo obtenidos. Sobre los residuos
fermentados, se determind también la viabilidad celular tras la fermentacién y el secado.

Tras el estudio preliminar, se constatd una mayor cantidad de compuestos antioxidantes en los
polvos obtenidos mediante secado por aire caliente en comparacion con los liofilizados,



especialmente tras el secado a 60 °C durante 10 h. Al someter los residuos de brécoli a los diferentes
pretratamientos, se observd una mejora en todas las propiedades antioxidantes, en comparacién
con los tallos frescos. Este aumento resultd especialmente pronunciado en los residuos sometidos
a ultrasonidos, lo cual estuvo apoyado por las observaciones microscépicas realizadas. Al
deshidratar los residuos pretratados, se observé un aumento considerable en las propiedades
antioxidantes tras el secado con aire a 60 °C. De todos los pretratamientos aplicados, la sonicacion
dio lugar a polvos con mejores propiedades antioxidantes que los polvos sin pretratar, mientras
qgue el resto de pretratamientos no consiguieron mejorar las propiedades antioxidantes de los
productos en polvo. En cuanto a la obtencidn de un polvo con propiedades probidticas, Unicamente
los polvos obtenidos mediante liofilizacion de los residuos fermentados presentaron recuentos
cercanos a 10’ UFC/g. Asi pues, se recomienda continuar investigando la etapa de secado por aire
caliente para asegurar que el polvo resultante conserve su caracter probidtico. Como conclusion,
el presente trabajo ha demostrado que los pretratamientos aplicados pueden mejorar las
propiedades antioxidantes del residuo de brécoli, pero esta mejora no se traduce en productos en
polvo con mejores caracteristicas, a tenor de las propiedades antioxidantes ensayadas.

El presente trabajo se relaciona con los ODS 2,3y 12.

Palabras clave: tallo de brécoli, valorizacién de residuos, pretratamientos, ultrasonidos,
antioxidantes, deshidratacion, ingrediente funcional

ABSTRACT

Reducing food waste is one of the main objectives of the 2030 Agenda, due not only to the
environmental problem represented by this organic waste, but also to the social, economic and
health problem generated by the loss of food already produced and that has consumed resources,
upset by the challenge of feeding a growing population. The fruit and vegetable sector is one of the
sectors that contributes most to food waste. In response to the continuous search for measures to
ensure sustainable development, the food industry, and in particular the fruit and vegetable
industry, is faced with the challenge of implementing a circular economy system that allows the
recovery of waste and its reincorporation into the food chain. One of the approaches that allows
an integral use of waste is its transformation into powdered functional ingredients, through a
simple process that includes the stages of shredding, dehydration and milling, obtaining stable
powdered products rich in bioactive compounds, and contributing to the concept of healthier and
more sustainable diets.

Pretreatments can be incorporated into this valorization process to bring about structural or
biochemical changes that increase the concentration of compounds of interest or improve their
characteristics for subsequent drying. In previous studies, physical pretreatments such as the
intensity of plant tissue disruption and freeze-thawing have been studied. This work is intended to
deepen in the use of biological (fermentation) and thermo-physical (autoclaving, microwaves,
ultrasound, pasteurization) pretreatments to know their effect on the residue and the
characteristics of the powder obtained.

Therefore, the aim of this final degree thesis was to study the impact of different pretreatments
and dehydration techniques on the physicochemical and antioxidant properties of powdered
products obtained from broccoli stems.



For this purpose, a preliminary study was carried out in bench dryers, after which the temperature
and drying time that resulted in stable powders with better antioxidant properties were defined.
On the other hand, different levels of microwave, ultrasound and fermentation pretreatment
variables were tested to select the conditions at which these pretreatments would be applied. As
such, the impact of pretreatment on the physicochemical properties of the pretreated broccoli
residue (moisture, water activity, total soluble solids), including antioxidant properties (total
phenols, total flavonoids, and antioxidant capacity by ABTS and DPPH methods) was studied; as
well as the impact on the plant tissue structure by low temperature scanning electron microscopy
(Cryo-SEM). Once the pretreatment conditions were selected, the powdered products were
obtained from broccoli residue subjected to the different thermophysical and biological
pretreatments and subsequent freeze-drying or hot air drying in a pilot plant dryer. The impact of
processing on the physicochemical properties (xw, aw and Xss), including antioxidant properties (total
phenols, total flavonoids, and antioxidant capacity by ABTS and DPPH free radical methods), of the
powdered products obtained was then analyzed. Cell viability after fermentation and drying was
also determined on the fermented residues.

After the preliminary study, a higher amount of antioxidant compounds was found in the powders
obtained by hot air drying compared to the freeze-dried ones, especially after drying at 60 °C for 10
h. When broccoli residues were subjected to the different pretreatments, an improvement in all
antioxidant properties was observed compared to fresh stems. This increase was particularly
pronounced in the residues subjected to ultrasound, which was supported by microscopic
observations. When dehydrating the pretreated residues, a considerable increase in antioxidant
properties was observed after air drying at 60 °C. Of all the pretreatments applied, sonication
resulted in powders with better antioxidant properties than the non-pretreated powders, while the
other pretreatments failed to improve the antioxidant properties of the powdered products. As for
obtaining a powder with probiotic properties, only powders obtained by freeze-drying the
fermented residues presented counts close to 10’ CFU/g. Thus, it is recommended to continue
investigating the hot air drying stage to ensure that the resulting powder retains its probiotic
character. In conclusion, the present work has shown that the applied pretreatments can improve
the antioxidant properties of broccoli residue, but this improvement does not translate into
powdered products with better characteristics, based on the antioxidant properties tested.

The present work is related with the SDOs 2, 3 and 12.

Key words: broccoli stem, wastes valorization, pretreatments, ultrasounds, antioxidants,
dehydration, functional ingredient
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1. INTRODUCCION
1.1. PRODUCCION DE RESIDUOS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

La industria alimentaria genera una gran cantidad de residuos, una problematica actual
relacionada con la escasez de los recursos naturales (Rajkovi¢ et al., 2020) y la liberacion de
emisiones de CO, que contribuyen al efecto invernadero (Sharma et al.,, 2021). De todos los
alimentos producidos a escala industrial, alrededor de un tercio se desechan (Narvanen et al.,
2020), siendo el desperdicio de gran relevancia en la industria hortofruticola (FAO, 2019). Se ha
estimado que alrededor del 45% de la produccion total de frutas y verduras se pierde cada afio
durante las diversas etapas de la cadena alimentaria, desde el campo hasta el procesado y el
consumo (Sharma et al., 2021).

Estas estimaciones se verificaron en 2023 cuando el departamento de alimentacion y
agricultura de la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU) llevé a cabo un estudio sobre indices
de pérdida de alimentos, observando que, de los casi 60 millones de residuos totales producidos
en Europa, una parte significativa se vincula a la produccién primaria, al procesado y produccion
industrial y a la distribucion de los alimentos. También, esta generacién de residuos se ha
relacionado con la restauracidn y servicios de comida y con el consumo del hogar (Fabi, 2023).

Durante muchos afios, la continua produccién de residuos ha sido fomentada por un disefio de
economia linear de los sistemas alimentarios, incrementando el vertido de desechos al medio
ambiente y finalizando asi su paso por la cadena alimentaria (Devci¢, 2022). Con la aparicion de la
Agenda 2030 para el desarrollo sostenible, se propone que esta economia linear sea reemplazada
por un disefio de economia circular (Figura 1), el cual engloba todas las actividades que permiten la
reintroduccién de residuos en los procesos de produccién, distribucidén y consumo (Rajkovi¢ et al.,
2020), contribuyendo al cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

i)
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Figura 1. Comparacién del disefio de economia linear y circular en el proceso de produccién alimentario.
Adaptado de Rajkovic et al., 2020.

Segun la ONU, alrededor del 9,2% de la poblacion mundial ha sufrido hambre crénica en 2022
por el acceso restringido a una alimentacién adecuada («Informe de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible 2023: Edicién Especial», 2023), siendo este otro de los puntos desfavorables del
desperdicio alimentario. De esta manera, la implementacién de un sistema de economia circular
permite minimizar la generaciéon de residuos, asi como reducir los costes de los alimentos,
mejorando la eficiencia del suministro y garantizando a los consumidores el acceso a productos
nutritivos, asequibles y seguros (FAO, 2011). Estas aproximaciones permiten generar sistemas



alimentarios centrados en 4 propdsitos fundamentales: el clima y la sostenibilidad, la nutricién y la
salud, la circularidad y el uso de recursos y la innovacion (Bas-Bellver et al., 2022).

Implementando todas estas medidas, se contribuye a los ODS 2 y 12 (ANEXO |), hambre cero y
produccién y consumo responsables, respectivamente. Para el ODS 2 se fomenta principalmente el
desarrollo de la meta 2.1 del objetivo, la cual pretende poner fin al hambre y asegurar el acceso de
todas las personas a una alimentacidn sana, especialmente a los pobres y personas vulnerables.
Para el ODS 12 se fomenta de forma principal el desarrollo de la meta 12.3 del objetivo, la cual
pretende reducir a la mitad el desperdicio de alimentos en la venta al por menor y al nivel de los
consumidores, asi como reducir las pérdidas de alimentos en las cadenas de produccion y
suministro.

1.2. VALORIZACION DE RESIDUOS PARA LA OBTENCION DE POLVOS FUNCIONALES
DE USO ALIMENTARIO

La produccidn de residuos en la industria hortofruticola estd relacionada por las tendencias del
mercado y los consumidores, que actualmente demandan productos saludables que repercutan
positivamente en su salud y calidad de vida (Mandha et al., 2023), ya que una dieta rica en frutas y
verduras minimiza la aparicion de enfermedades de alto impacto social como la diabetes, las
deficiencias cardiovasculares y el envejecimiento (Kaparapu et al., 2020). Como consecuencia, se
relaciona el 86% del mercado alimentario mundial con estos productos alimentarios (Macieira et
al., 2021).

Una de las hortalizas cruciferas mayormente cultivadas en el mundo es el brécoli (Brassica
oleracea var. italica) (Li et al., 2022), con una produccion mundial de mas de 26 millones, junto a la
coliflor, en el afio 2022 (FAOSTAT, 2022), la cual esta directamente relacionada con un aumento
desproporcionado de la generacién de residuos. De los aproximadamente 480 g que pesa un bracoli
comercial, es habitual que sdlo se empleen los floretes con fines alimentarios (Li et al., 2022), los
cuales representan alrededor del 53% de su peso fresco. En la industria de productos de IV gama o
congelados, el 47% del brdcoli se corresponde a tallos comercialmente desaprovechados vy
catalogados como residuos (Li et al., 2022), a pesar de su riqueza en propiedades antioxidantes y
antidiabéticas que pueden prevenir enfermedades (Ganesh et al., 2022).

Por tal razén, se han estudiado diversas formas de valorizar los productos de desecho vy
contribuir a la economia circular, con el fin de aportar beneficios para los consumidores y minimizar
los dafios al medio ambiente (Sharma et al., 2021). Una de las iniciativas, de la que parte este
trabajo, es la obtencién de ingredientes funcionales en polvo para la industria alimentaria mediante
procesos de limpieza, triturado, deshidratacién y molienda de los tallos, influyendo las condiciones
aplicadas en las propiedades del producto final obtenido (Bas-Bellver et al., 2022). Otras
aplicaciones de los residuos hortofruticolas incluyen la alimentacion animal, el compostaje, la
extraccién de compuestos bioactivos con aplicacion en la industria farmacéutica, la cosmética o
incluso la produccién de biocombustibles (Bayram et al., 2021; Capanoglu et al., 2022).

Los tallos frescos tienen un elevado contenido en humedad, pudiendo servir de caldo de cultivo
para distintos microorganismos patogenos que favorecen su deterioro (Sharma et al., 2021;
Mandha et al., 2023). Por ello, los tallos de brécoli deben de ser transformados en productos con
una mayor estabilidad y capacidad de conservacion. La humedad (x.) depende de varios factores
como la temperatura, el pH y la actividad del agua (aw), siendo este Ultimo parametro el mas critico
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en términos de crecimiento microbiano debido a que se relaciona con la disponibilidad del agua
libre en el alimento para participar en reacciones de deterioro (Zambrano et al., 2019). Por tanto,
para lograr una conservacion a largo plazo de los productos obtenidos, se debe conseguir un valor
de actividad del agua inferior a 0,3 y un contenido en humedad menor al 10 % (Zambrano et al.,
2019; Alp y Bulantekin, 2021).

La deshidrataciéon mediante secado por aire caliente es una de las técnicas mas empleadas para
aumentar la estabilidad de los alimentos y permitir su correcta conservacién (Yao et al., 2023).
Consiste en un proceso de conveccion, donde se aplica una corriente de aire caliente sobre el
alimento, transfiriendo calor a éste y eliminando el agua por evaporacién desde la superficie del
producto (Guiné, 2018). A pesar de su extendido uso en la deshidratacién de productos
hortofruticolas, la calidad del producto resultante puede verse reducida si no se seleccionan bien
las variables del proceso, incluyendo un aspecto contraido y oscuro, pérdida de nutrientes, un sabor
desagradable o una textura poco apetecible (Voda et al., 2012; Guiné, 2018). Esta merma de la
calidad viene influenciada por diversos factores tales como el tiempo de secado, las temperaturas
empleadas y el flujo de aire caliente (Lutz et al., 2015), y en cualquier caso depende del producto o
matriz alimentaria a secar, de su estructura y composicion. Sin embargo, un adecuado disefio se la
operacion puede resultar en una mejora de las propiedades y funcionalidad del producto, ademas
de la esperada prolongacién de su vida util y concentracién de compuestos debido a la eliminacion
del agua.

Otro de los métodos empleados en la conservacién de productos es la liofilizacién, la cual esta
ganando cada vez mas relevancia en la estabilizacidon de alimentos debido a que permite obtener
productos de mayor calidad (Xu et al., 2020). Esta técnica se basa en una previa congelacion del
agua libre del alimento, seguida de un proceso de sublimacién donde los cristales de hielo se
eliminan para obtener un producto seco (Yao et al., 2023). En comparacién con la deshidratacion
mediante secado por aire caliente, la liofilizacién permite conservar mejor el color, la textura vy el
sabor de las muestras frescas, ademas de evitar la pérdida de determinados nutrientes (Yao et al.,
2023). Sin embargo, los tiempos de deshidratacidon son muy largos y el coste es elevado (Xu et al.,
2020), factores que limitan su uso generalizado en la industria alimentaria. Ademas, la formacion
de cristales de hielo puede producir dafios estructurales que comprometan la presencia de algunos
compuestos bioactivos en el producto obtenido (Guiné, 2018).

Por otro lado, la etapa de molienda es necesaria para transformar el residuo deshidratado en
un producto en polvo. Variaciones en la intensidad de molienda dan lugar a cambios en el tamafio
de las particulas que pueden influir en las propiedades de los polvos obtenidos, como son la
bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos o la higroscopicidad (Bas-Bellver et al., 2022). Por
tanto, es necesario determinar las condiciones del proceso aptas para el producto de interés y
aplicarlas de forma controlada.

De esta manera, los productos en polvo obtenidos pueden ser reincorporados a la cadena
alimentaria, fomentando la economia circular y contribuyendo al desarrollo de la Agenda 2030.
Estos ingredientes en polvo pueden ser propuestos para su uso como agentes aromatizantes con
un mayor contenido nutricional que los saborizantes artificiales, ademas de poder ser utilizados
para la formulacién de nuevos alimentos enriquecidos (Bas-Bellver et al., 2020; Ganesh et al., 2022).
Residuos de hortalizas se han empleado para enriquecer en compuestos bioactivos diferentes
productos de panaderia como magdalenas, pan y pasteles (Singh et al., 2022). Por ejemplo, los



polvos obtenidos por el procesado de residuos de zanahoria se han empleado para formular muffins
sin gluten (Bas-Bellver et al., 2024).

Con la obtencién de estos polvos y su implementacién en la cadena alimentaria, se contribuye
al ODS 3 (ANEXO 1), salud y bienestar, garantizando una mejor calidad de vida para personas de
todas las edades. Ademas, estos polvos también contribuyen a los ODS 2 y 12 (ANEXO I).

1.3. COMPUESTOS BIOACTIVOS DEL BROCOLI

Las verduras cruciferas, entre las que se encuentra el brdcoli, son ricas en compuestos
bioactivos, metabolitos secundarios de las plantas que destacan por su accidn antioxidante clave
en la neutralizacion de radicales libres, pudiendo evitar la aparicion de estrés oxidativo que
contribuye a la patogénesis (Kaparapu et al., 2020). El consumo de estas verduras se ha relacionado
con la prevencion del desarrollo de células cancerigenas en la mama, el endometrio y el cuello
uterino (Kaparapu et al., 2020).

El brdcoli es rico en minerales (principalmente calcio, fésforo, sodio y potasio), vitaminas
(principalmente A, E y C), glucosinolatos, compuestos fendlicos y carotenoides, los cuales también
se encuentran en el tallo, pero en menores cantidades (Nagraj et al., 2020; Li et al., 2022; Nuiez-
Gbémez et al., 2022).

Los glucosinolatos son compuestos anticancerigenos caracteristicos de la familia Brassicaceae,
formados por una estructura molecular bésica que consta de un resto sulfonado, un grupo B-D-
triglucésido y una cadena lateral variable derivada de diversos aminoacidos (Li et al., 2022). Cuando
las células vegetales son dafiadas, se libera una enzima conocida como mirosinasa, que cataliza la
hidrélisis de los glucosinolatos para dar lugar a los isotiocianatos (Nagraj et al., 2020). Estos ultimos
son mas bioactivos y destacan por sus funciones de desintoxicacion, como por ejemplo en la
conversion de estrégenos en formas mas simples para facilitar su eliminacion del cuerpo (Kaparapu
et al., 2020; Li et al., 2022).

Otros componentes de interés en el brécoli son los compuestos fendlicos, uno de los grupos mas
importantes de los fitoquimicos con capacidad antioxidante, el cual se puede dividir en fenoles
simples, acidos fendlicos, derivados del acido hidroxicinamico y flavonoides (Cartea et al., 2011).
Cuando una planta es sometida a un estrés bidtico o abidtico, los compuestos fendlicos son
sintetizados a través de la via del acido shikimico (Nagraj et al., 2020), dando lugar a una variedad
de compuestos que van desde compuestos simples con un solo anillo aromatico hasta polifenoles
(Cartea et al., 2011). Estos ultimos se pueden dividir en flavonoides y polifenoles no flavonoides
(acidos fendlicos, lignanos y estilbenos), siendo los flavonoides el grupo de polifenoles mas
extendido en las especies de Brassica (Cartea et al., 2011; Kaparapu et al., 2020). Ademas, se ha
visto que algunos flavonoides juegan un papel importante en la prevencion de trastornos
neurodegenerativos inhibiendo las enzimas necesarias para el metabolismo de los
neurotransmisores (Nagraj et al., 2020). Respecto a la extraccidn de los compuestos fendlicos, estos
se pueden encontrar en forma libre o unidos a otros compuestos de la pared celular. Es por esto
gue resulta conveniente someter a los vegetales a una previa disrupcién mecanica para poder
extraerlos con facilidad (Nufnez-Gémez et al., 2022).

Por otro lado, las vitaminas A, E y C participan en la defensa de los vegetales en momentos de
estrés oxidativo (Nagraj et al., 2020). Concretamente, la vitamina E juega un papel importante en
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la prevencion de la propagacién de radicales libres debido a su fuerte poder antioxidante (Nagraj
et al., 2020). También, los carotenoides se han relacionado con la neutralizacién de los radicales
libres (Kaparapu et al., 2020), disminuyendo el riesgo de cancer, asi como la proliferacion celular
del endometrio y la glandula mamaria (Kaparapu et al., 2020; Nagraj et al., 2020).

1.4. USO DE PRETRATAMIENTOS PARA LA MEJORA DE LAS PROPIEDADES DE LOS
POLVOS

Los métodos de deshidratacion como el secado por aire caliente o la liofilizacién pueden afectar
a la calidad final del producto obtenido y a los costes del proceso por un elevado consumo de
energia (Bassey et al., 2021). El secado por aire caliente favorece el fendmeno de encostramiento
por efecto de la temperatura, el cual consiste en la formacién de una capa dura superficial en el
alimento que impide la correcta transferencia de humedad hacia el exterior (Maskan, 2001; Guiné,
2018). De esta manera, para reducir el contenido en humedad a valores deseados, se necesitan
largos tiempos de secado que pueden comprometer la presencia de compuestos de interés en el
producto final (Bassey et al., 2021). En cambio, la liofilizacidon viene limitada por los elevados
tiempos de deshidratacion y el elevado coste de los equipos (Guiné, 2018).

La aplicacion de pretratamientos previamente a la deshidratacion puede contribuir a mejorar la
difusidn del agua a través del tejido, reduciendo los tiempos de secado y aumentando asi la calidad
del material seco (Dziki, 2020; Bassey et al., 2021). Por otro lado, los pretratamientos pueden
promover la extraccidn de compuestos bioactivos o enzimas que promuevan reacciones
bioquimicas que aumenten la bioactividad de determinados compuestos (Mohammed et al., 2022),
o bien contribuir a la liberacion de compuestos activos naturalmente ligados a las estructuras
celulares (Ummat et al., 2021). De este modo, la aplicacion de pretratamientos podria contribuir a
la obtencién de polvos con unas propiedades fisicoquimicas mejoradas y enriquecidos en
propiedades antioxidantes y otros compuestos bioactivos.

Uno de los pretratamientos mas sencillos que pueden aplicarse al tejido vegetal para facilitar los
flujos de aguay liberar compuestos de interés es la disrupcion fisica del tejido o desestructuracion.
La influencia de la intensidad de la desestructuracion previa, asi como el pretratamiento de
congelacion-descongelacidn, ya han sido evaluados en estudios previos (Bas-Bellver et al., 2020).
En el presente trabajo, se propone evaluar otros pretratamientos que puedan modificar la
estructura vegetal, entre los que se encuentran tratamientos termofisicos o bioldgicos como la
fermentacion.

La fermentacion con bacterias acido-lacticas presenta un gran potencial como pretratamiento;
en particular, microorganismos tales como Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus fermentum
y Lactiplantibacillus plantarum, siendo L. plantarum de gran interés para la fermentacién de brécoli
por su capacidad de crecer en esta matriz vegetal (Ye et al., 2019; Iga-Buitrdén et al., 2023; Zdziobek
et al., 2023). La fermentacidon permite transformar polifenoles y otros compuestos fendlicos en
compuestos con una mayor bioactividad y biodisponibilidad por la expresion de las enzimas
hidrolasa, glicosil descarboxilasa y acido fendlico reductasa (Li et al., 2019; Kiczorowski et al., 2022;
Zdziobek et al.,, 2023). También, el potencial fermentativo de L. plantarum favorece la
biotransformacion de glucosinolatos a isotiocianatos mas bioactivos (Zdziobek et al., 2023), asi
como la descomposicion de azucares, vitaminas y otros compuestos presentes en las matrices
vegetales (Yang et al., 2024). De esta manera, este pretratamiento se ha propuesto como estudio



en el presente trabajo por su relacién con la obtencion de productos con una mayor
biodisponibilidad de compuestos bioactivos.

Entre los pretratamientos termofisicos, la aplicacién de microondas se ha propuesto como
candidato para provocar cambios estructurales debido a la explosién de vapor que puede generar
en los puntos calientes o de sobrecalentamiento (Conesa et al., 2016). Asi pues, estas auto-
explosiones inducidas por el calentamiento heterogéneo se relacionan con una despolimerizacion
de la celulosa y una solubilizacidn de la lignina, entre otros cambios estructurales, (Conesa et al.,
2016; Shrotri et al., 2018), incrementando la presencia de ciertos compuestos en los productos
obtenidos. Por otro lado, el calentamiento volumétrico consecuencia de la interaccion de la matriz
vegetal con las ondas electromagnéticas acelera las reacciones fisicoquimicas por un calentamiento
lo que, junto con las modificaciones estructurales, permite reducir el tiempo de secado de
productos hortofruticolas, mejorando su perfil nutricional (Salim et al., 2019; Salehi et al., 2023).
De esta manera, se ha relacionado el uso de microondas con la retencidn de vitaminas y con la
inactivacién de enzimas indeseables (Malik et al., 2022). Ademas, al reducir el tiempo de secado,
se puede mejorar la transferencia de humedad hacia el exterior por una menor contribucion al
fendmeno de encostramiento, obteniendo polvos con una mayor estabilidad y capacidad de
conservacion.

Por otro lado, los ultrasonidos son una tecnologia emergente cada vez mas aplicada en
investigacion de productos y procesos alimentarios que, combinada con el secado, permite reducir
el gasto energético y obtener productos finales con unas propiedades mejoradas (Pandiselvam et
al., 2023; Zhu et al., 2024). Se sabe que, al pretratar con ultrasonidos, el tiempo de secado se acorta
para el secado por aire caliente y para la liofilizacion (Llavata et al., 2020). Al someter al alimento a
las ondas ultrasodnicas se produce un fendmeno conocido como “efecto esponja’ a partir del cual
se forman microcanales que mejoran la transferencia del agua intracelular a la superficie
(Pandiselvam et al., 2023). De esta manera, durante el secado se favorece la eliminacién de la
humedad de los alimentos, obteniendo productos finales con una mayor capacidad de
conservacioén. Otro de los fendmenos que ocurren al aplicar ultrasonidos es la cavitacion, la cual se
basa en la formacidn de burbujas que crecen, se expanden y colapsan cuando las ondas ultrasdnicas
pasan a través de un medio liquido, afectando a las propiedades quimicas, bioquimicas y mecanicas
de los alimentos (Zhu et al., 2024). Ademads, estos fendmenos se han relacionado con la
permeabilizacién de las membranas causando la dispersion de componentes intracelulares
(Sundaram et al., 2003; Salehi, 2020). Asi, este pretratamiento ha sido escogido por su eficiencia en
la extraccidn de compuestos bioactivos presentes en la matriz vegetal, pudiendo obtener productos
en polvo con propiedades funcionales mejoradas tras la deshidratacion.

Por otro lado, la pasteurizacién y el autoclavado son pretratamientos térmicos empleados en la
industria de procesamiento alimentario (Barba et al.,, 2017), aunque menos empleados
actualmente en las investigaciones para el desarrollo de alimentos funcionales. Por un lado, el
tratamiento en autoclave se realiza bajo unas condiciones de elevada presion y temperatura, las
cuales se han vinculado a la produccion de roturas de las paredes celulares por la solubilizacién de
la celulosa (Taheri et al., 2021). De esta manera, al dafiarse las paredes celulares se puede fomentar
la extraccion de compuestos bioactivos y aumentar la bioaccesibilidad de estos (Barba et al., 2017),
siendo, por tanto, su aplicacion de interés para el presente estudio. Por otro lado, la pasteurizacion
se ha relacionado con la inactivacion de enzimas indeseables que pueden afectar a la calidad final
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del producto, asi como con la obtencién de productos que preservan su contenido nutricional
(Aamir et al., 2013), siendo también de interés evaluar su efecto sobre los residuos en el presente
trabajo. Ademads, cabe mencionar que la utilizacidon de este pretratamiento también se justifica
debido a la necesidad de su aplicacidén previamente a la fermentacion.



2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAIJO

El objetivo general del presente trabajo es estudiar el impacto de diferentes pretratamientos y

técnicas de secado sobre las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de productos en polvo

obtenidos a partir de tallos de brécoli, con el fin de transformar este residuo en ingredientes

alimentarios con propiedades funcionales mejoradas.

Para la consecucién del objetivo principal, se plantean los siguientes objetivos especificos:

Evaluar el efecto de la fermentacion con Lactiplantibacillus plantarum sobre las
propiedades fisicoquimicas, incluidas las antioxidantes, del residuo de brdcoli previamente
triturado.

Definir el tiempo necesario para reducir la actividad del agua del producto por debajo de
0,3, asegurando su estabilidad, para residuo fermentado y sin fermentar, a distintas
temperaturas de secado (50, 60, 70 °C).

Evaluar el impacto de la temperatura de secado sobre las propiedades fisicoquimicas y
antioxidantes de los productos en polvo obtenidos, asi como sobre la viabilidad microbiana
en los productos fermentados, con el fin de seleccionar la temperatura de secado que se
aplicara tras los pretratamientos.

Evaluar el efecto de diferentes pretratamientos termofisicos (pasteurizacion, ultrasonidos,
autoclavado y microondas) y bioldgicos (fermentacién con L. plantarum) sobre las
propiedades fisicoquimicas, incluidas las antioxidantes, del tallo de brécoli, asi como sobre
la integridad del tejido celular pretratado.

Analizar el impacto de la técnica de deshidratacion empleada (liofilizacidn o secado por aire
en las condiciones preseleccionadas), sobre las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes
de los productos de tallo de brdocoli en polvo, asi como sobre la viabilidad del
microorganismo, en los productos fermentados.

El plan de trabajo propuesto para conseguir los objetivos planteados, se resume a continuacion:

A. Estudio preliminar de fermentacion y deshidratacion:

1.

Estudio del empleo del residuo de IV gama de brécoli (tallos separados de los floretes) como
sustrato para el crecimiento del microorganismo probidtico Lactiplantibacillus plantarum,
durante 24 h. Evaluacion del crecimiento del microorganismo y de las propiedades
fisicoquimicas del residuo.

Estudio del secado por aire caliente del residuo fermentado y sin fermentar, procedentes
de un mismo lote, en secadores de bancada, empleando aire a diferentes temperaturas (50,
60y 70 °C).

Analisis de las propiedades fisicoquimicas (xw, Xss Y aw), incluidas las propiedades
antioxidantes (fenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante por los métodos
DPPH y ABTS), en tallo de brdcoli fresco, fermentado y deshidratado por cada una de las
diferentes técnicas y condiciones ensayadas, y de la viabilidad de L. plantarum en los
productos en polvo y productos intermedios.



4. Analisis de resultados y seleccién de las condiciones de secado para escalar el proceso a
planta piloto.

B. Estudio de los pretratamientos termofisicos y bioldgicos, y de la operacion de deshidratacion
sobre las propiedades de los ingredientes en polvo obtenidos:

1. Estudio de diferentes tratamientos (autoclavado, microondas, ultrasonidos, pasteurizacion
y fermentacion) previos a la etapa de deshidratacién (secado por aire caliente vy
liofilizacion), a partir de un mismo lote de residuos. Evaluacidn del efecto del procesado
sobre las caracteristicas fisicoquimicas (xw, Xss Y aw), incluidas las antioxidantes (fenoles
totales, flavonoides totales y actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS), y el
recuento de viables en los ingredientes en polvo obtenidos.

2. Observaciones microscopicas del residuo pretratado (autoclavado, ultrasonidos vy
fermentacion) mediante microscopia electronica de barrido a bajas temperaturas (Cryo-
SEM).

3. Andlisis y discusién de los resultados obtenidos.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

El material vegetal empleado, cabezas de brécoli de aproximadamente 480 g, fue adquirido en
un supermercado local de la ciudad de Valencia (Espafia) y conservado en refrigeracién a 4 °C hasta
el momento de su utilizacién. Para la preparacion de la materia prima, se separaron las hojas y
floretes del tallo con un cuchillo y los tallos se lavaron por inmersidon en una disolucidon de
hipoclorito de sodio al 1% (v/v) en agua durante 1 min, seguido de un enjuague con agua corriente.
A continuacidn, los tallos se trocearon en cuartos con ayuda de un cuchillo. Una vez acondicionados,
se trituraron con un procesador de alimentos Thermomix® TM6 (Vorwerk, Espafa) durante 8 s a
10.000 rpm, antes de ser sometidos a los procesos que se describirdn posteriormente.

3.2. PREPARACION DEL INOCULO

Para inocular el residuo de brécoli se empled la cepa de Lactiplantibacillus plantarum spp. CECT
749, adquirida en la Coleccidon Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Espana). Este
microorganismo fue seleccionado debido a su capacidad de degradar distintos polisacaridos, asi
como por su diversidad metabdlica y capacidad de adaptacién, ventaja que le otorga la habilidad
para crecer en muestras vegetales (Seddik et al., 2017). Ademas, destaca su potencial efecto
probidtico, de gran interés en el ambito de la salud humana (Liu et al., 2018).

Siguiendo las indicaciones de la CECT, las cepas liofilizadas se recuperaron y se conservaron en
viales a -20 °C hasta su utilizacion. Para ello, el vial se descongelé a temperatura ambiente y se
centrifugd durante 1 min a 3000 rpm (Eppendorf MiniSpin®). Tras la centrifugacion, el
sobrenadante se separd y el pellet resultante se resuspendié en 1 mL de caldo Man Rogosa y Sharpe
(MRS) (SharlauChemie®, Barcelona, Espafia) y se llevd a un volumen total de 100 mL de medio
estéril. Tras 24-48 h de incubacidn a 37 °C en estufa (PSelecta, modelo Incudigit), se realizaron
siembras masivas o en césped en la superficie de placas de Petri que contenian agar MRS
(SharlauChemie®, Barcelona, Espaiia). Las placas sembradas se incubaron a 37 °C durante 24-48 h
en estufa (PSelecta, modelo Incudigit) y se conservaron en nevera a 4 °C hasta su utilizacién. Para
la obtencién del indculo necesario para fermentar el tallo de brdcoli triturado, la poblaciéon
microbiana crecida en la superficie de una de las placas se recogié mediante raspado con el asa de
siembra con la que se inoculé un frasco de vidrio ISO con 100 mL de caldo MRS (SharlauChemie®,
Barcelona, Espafia). Tras 24 h de incubacién a 37 °C se obtuvo el inéculo inicial con una
concentracién media microbiana del orden de 9,4 + 0,2 logio 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. OBTENCION DE POLVOS A PARTIR DEL RESIDUO DE BROCOLI

3.3.1. Estudio preliminar de fermentacién y secado

Se realizé un estudio preliminar con el fin de evaluar el efecto de la fermentacion y el secado
sobre las propiedades de los productos en polvo, asi como de definir la temperatura del aire mas
adecuada para llevar a cabo el secado convectivo (Figura 2). Se obtuvieron polvos mediante secado
por aire a 50, 60 o 70 °C o liofilizacion del tallo de brécoli triturado, fermentado y sin fermentar
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(Figura 1). Para ello, se emplearon 2 Kg de residuo de brdcoli pertenecientes al mismo lote: 200 g
por cada tipo de polvo, a los que se sumaron 200 g destinados a la caracterizacién del residuo fresco
y 200 g empleados para la caracterizacion del residuo fermentado.

Tallo de

brécoli 1 sAcso
1 SAC60
1 sac70
1 Lo

Polvos de tallo de brécoli
sin pasteurizar y sin
fermentar

Deshidratacion -> Molienda
‘ (SACoLIO) (10000 rpm, 1 min)

Triturado
(10000 rpm, 8's)

->

Lavado
L. Plantarum

FSAC 50

FSAC 60

FSAC 70
FLIO

1

Polvos de tallo de brécoli |

- pasteurizado y 1
fermentado H

Fermentacién
(37°C,24h)

Pasteurizacién
(72°C, 1min)

Molienda
(10000 rpm, 1 min)

Deshidratacién
(SACoLIO)

-> > ->

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de transformacién de los tallos de brécoli en productos en polvo
fermentados y sin fermentar, sometidos a diferentes procesos de secado. SAC: Secado por Aire Caliente; LIO:
Liofilizacion; F: Fermentacion.

La parte del material vegetal sometida a fermentacion antes de la deshidratacion fue
previamente pasteurizada. Para ello, se introdujeron 200 g del residuo triturado en tarros de vidrio
estériles de 250 mL con cierre Twist-Off que se llevaron a un bafo de agua caliente a 82 °C donde
permanecieron sumergidos hasta alcanzar una temperatura de 72 °C en el centro geométrico, la
cual se mantuvo durante 1 min. De esta forma se consiguio reducir al minimo la carga microbiana
inicial con el fin de asegurar un buen crecimiento del microorganismo inoculado. Se adicionaron 2
mL del indculo preparado (~10° UFC/mL) en cada tarro de vidrio conteniendo 200 g de brécoli.
Posteriormente, los tarros se cerraron y se introdujeron en una estufa de incubacién (PSelecta
modelo Incudigit) donde permanecieron a 37 °C durante 24 h. Todo el material empleado en este
proceso fue previamente esterilizado en autoclave (Systec GmbH, modelo VB-40; Linden, Alemania)
a 120 °C durante 2 h.

Como técnicas de deshidratacion se emplearon el secado por aire caliente y la liofilizacidn. En
esta etapa del plan de trabajo, el secado por aire caliente (SAC) se llevé a cabo en secadores de
bandejas domésticos a escala de laboratorio, con control de temperatura (Gastroback, Natural Plus
46600, Alemania), previa disposicion del residuo en bandejas perforadas de plastico (200
g/bandeja), en laminas de aproximadamente de 1 cm de espesor. En esta parte del estudio se
utilizaron estos secadores ya que permitian realizar el secado a diferentes temperaturas a partir de
un mismo lote de residuo fermentado, eliminando asi la posible variabilidad debida al lote y al
rendimiento de la etapa previa de fermentacidon. De este modo, se pretendia seleccionar la
temperatura de secado en funcion del contenido en compuestos antioxidantes y del potencial
efecto probidtico del producto, directamente relacionado con la viabilidad del microorganismo tras
el secado. El SAC se llevd a cabo con aire a una temperatura constante de 50, 60 y 70 °C hasta
alcanzar un valor de ayinferior a 0,3, con el fin de asegurar la estabilidad del residuo tras el secado
(Jiang et al., 2013). El secado del residuo de brdcoli sin fermentar en estas condiciones se completo
en12ha50°C en10ha60°Cyenb6ha70°C adiferencia del secado del residuo de bracoli
fermentado que se completé en12ha50°C,en7ha60°Cyen5ha70°C.

En el proceso de liofilizacion (LIO), tanto el residuo fermentado como el no fermentado se
distribuyeron en bandejas de aluminio formando una capa delgada de aproximadamente 1 cm de
espesor. La primera etapa del proceso implicé la congelacion a -40 °C durante al menos 18 h
utilizando un ultracongelador (Matek modelo CVN-40/105). Posteriormente, se llevaron a cabo las
etapas de sublimacion y desorcién en un liofilizador de planta piloto (TELSTAR LIOALFA 6-80),
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estableciendo la temperatura del condensador a -45 °C y una presion subatmosférica de 0,1 mbar
durante 48 h.

Tras la deshidratacidn, bien por secado por aire caliente (SAC) o por liofilizacion (LIO), el residuo
seco se molid en un procesador de alimentos Thermomix® a 10.000 rpm durante 60 s en intervalos
de 20 s hasta obtener un polvo fino. Para evitar el deterioro de los polvos por la exposicion a la luz
y al oxigeno, estos fueron introducidos en frascos de cristal con cierre Twist-Off envueltos en papel
de aluminio y almacenados en oscuridad a temperatura ambiente hasta su andlisis.

Como se explicara posteriormente, para el producto fresco y fermentado, asi como para los
respectivos polvos, se analizaron las propiedades fisicoquimicas (humedad, actividad del agua y
contenido en sdlidos solubles totales), incluidas las propiedades antioxidantes (fenoles y
flavonoides totales y capacidad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS). Ademas, en los
productos fermentados, se hizo el recuento de viables antes y después de la deshidratacion.

3.3.2. Estudio del efecto de pretratamientos termofisicos y biolégicos en las
propiedades de los productos en polvo

Una vez seleccionada la temperatura de secado a partir del estudio preliminar, se programd la
segunda parte del disefio experimental en el que se aplicaron diferentes pretratamientos
termofisicos y bioldgicos al residuo previamente a su deshidratacién. En este caso, los polvos se
obtuvieron mediante liofilizacién o secado por aire a 60 °C del tallo de brdcoli triturado y sometido
a su correspondiente pretratamiento (Figura 3). Para ello, se emplearon 2,4 Kg de residuo de brdcoli
pertenecientes al mismo lote: 200 g por pretratamiento y técnica de secado.

Autoclave
(120 °C, 5 min)

Ultrasonidos
Tallo de (40 KHz, 10 min)
brécoli
3 Microondas

(4 W/g, 5 min)

AUTO SAC 60
US SAC 60
MW SAC 60

PAST SAC 60

FSAC 60

Triturado
=

Deshidratacion -> Molienda -> Polvos de tallo de
(10000 rpm, 8 s)

(SAC o LIO) (10000 rpm, 1 min) brécoli pretratado

AUTO LIO

Lavado

Pasteurizacion
(72°C, 1 min)

usLio
MW LIO
PASTLIO
FLIO
LIO

Fermentacion
(37°C,24h)

e oy

 — Fresco

"““"““““I“—““““““

Figura 3. Diagrama de flujo del proceso de transformacién de los tallos de brécoli sometidos a diferentes
pretratamientos en productos en polvo. SAC: Secado por Aire Caliente; LIO: Liofilizacion; F: Fermentacion;
AUTO: Autoclave; US: Ultrasonidos; MW: Microondas; PAST: Pasteurizacion.

El material vegetal fue distribuido en tarros de vidrio estériles de 250 mL con cierre Twist-Off en
cantidades de 200 g y sometido a su correspondiente pretratamiento. Los pretratamientos
aplicados fueron autoclave a 120 °C durante 5 min (Systec GmbH, modelo VB-40, Linden, Alemania),
horno microondas a 4 W/g durante 5 min (Samsung GW72N), ultrasonidos a 40 KHz durante 10 min
(Selecta, modelo Ultrasons-H) y fermentacién con Lactiplantibacillus plantarum durante 24 h a 37
°C en estufa (PSelecta, modelo Incudigit), previa pasteurizacion de la muestra. Ademds, como
controles se emplearon el residuo fresco y el residuo pasteurizado. La seleccion de las condiciones
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de los pretratamientos se basé en dos estudios previos (Ummat et al., 2021; Baldassa, 2023). Los
procesos de pasteurizacién y fermentacidn se realizaron en las condiciones previamente descritas
para el estudio preliminar.

La deshidratacion se llevd a cabo mediante secado por aire caliente y liofilizacién. A diferencia
del estudio preliminar, en este caso el secado por aire caliente se llevé a cabo a escala de planta
piloto 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 distribucion del residuo en bandejas
perforadas de plastico (200 g/bandeja), en laminas de aproximadamente 1 cm de espesor. El secado
se realizd a 60 °C durante 10 h para todos los pretratamientos, lo que resulté en valores de ay
inferiores a 0,3 en todos los casos. Este disefio experimental del SAC en un secador de mayores
dimensiones permite simultanear el secado del residuo procedente de un mismo lote y sometido a
los diferentes pretratamientos descritos. Por su parte, la liofilizacion se llevd a cabo segln se ha
descrito para el estudio preliminar. Una vez deshidratadas las muestras, los productos en polvo se
obtuvieron y almacenaron en las condiciones definidas en el estudio previo. Ademads, para el
producto fresco y fermentado, asi como para los respectivos polvos, se analizaron todas las
propiedades mencionadas en el estudio preliminar.

En adelante, se emplearan las siguientes abreviaturas para identificar el residuo de brdcoli y los
respectivos productos en polvo obtenidos:

Tabla 1. Abreviaturas empleadas para identificar el residuo en las diferentes etapas del proceso, y los polvos
obtenidos a partir de éstos.

FRESCO Tallo de brdcoli lavado y triturado
PAST Tallo de brdécoli lavado, triturado y pasteurizado
PAST + FERM Tallo de brdcoli lavado, triturado, pasteurizado y fermentado
SAC 50 Polvos obtenidos mediante secado con aire a 50 °C de muestras FRESCO
SAC 60 Polvos obtenidos mediante secado con aire a 60 °C de muestras FRESCO
SAC 70 Polvos obtenidos mediante secado con aire a 70 °C de muestras FRESCO
Lo Polvos obtenidos mediante liofilizacién de muestras FRESCO
FSAC50 Polvos obtenidos mediante secado con aire a 50 °C de muestras PAST + FERM
FSAC 60 Polvos obtenidos mediante secado con aire a 60 °C de muestras PAST + FERM
FSAC70 Polvos obtenidos mediante secado con aire a 70 °C de muestras PAST + FERM
FLIO Polvos obtenidos mediante liofilizacién de muestras PAST + FERM
AUTO Tallo de brécoli de muestras FRESCO tratado con autoclave (120 °C, 5 min)
us Tallo de brécoli de muestras FRESCO tratado con ultrasonidos (40 kHz, 10 min)
MwW Tallo de brécoli de muestras FRESCO tratado con microondas (4 W/g, 5 min)
AUTO SAC 60 Polvos obtenidos mediante secado con aire a 60 °C de muestras AUTO
US SAC 60 Polvos obtenidos mediante secado con aire a 60 °C de muestras US
MW SAC 60 Polvos obtenidos mediante secado con aire a 60 °C de muestras MW
PAST SAC 60 Polvos obtenidos mediante secado con aire a 60 °C de muestras PAST
AUTO LIO Polvos obtenidos mediante liofilizacidn de muestras AUTO
uUsLIO Polvos obtenidos mediante liofilizacién de muestras US
MW LIO Polvos obtenidos mediante liofilizacién de muestras MW
PAST LIO Polvos obtenidos mediante liofilizacién de muestras PAST
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3.4. DETERMINACIONES ANALITICAS

Se realizaron dos caracterizaciones completas de los tallos de brécoli triturados, del residuo
pretratado y de los productos en polvo obtenidos: una para los residuos y productos en polvo
derivados del primer diagrama de flujo (Figura 2), y otra para los residuos y productos en polvo
derivados del segundo diagrama de flujo (Figura 3). Cabe mencionar que todas las operaciones
unitarias recogidas en un mismo diagrama de flujo se realizaron con muestras pertenecientes a un
mismo lote de residuo.

Las caracterizaciones consistieron en determinar las propiedades fisicoquimicas (humedad,
actividad del agua y contenido en sdlidos solubles totales), incluidas las 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 fermentacidn, también se hizo un recuento de viables tras
la fermentacion y en el producto en polvo obtenido. El efecto de los pretratamientos sobre la
estructura del tallo de brécoli triturado, se evalu6 mediante microscopia, segin se detalla a
continuacién.

3.4.1. Propiedades fisicoquimicas

Las determinaciones detalladas a continuacidn se realizaron por triplicado para disminuir el
impacto de los errores experimentales.

3.4.1.1. Actividad del agua (aw)
La actividad del agua se determind a 25 °C con un higrémetro de punto de rocio Aqualab® CX-2

(Decagon Devices In. Pullma, WA, USA) con una precision de +0,003.

3.4.1.2. Humedad (xw)

La humedad (xu) se determind siguiendo el método AOAC 934.06 desarrollado por la Asociacién
Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC) para frutas deshidratadas. Este método se basa en
deshidratar una cantidad conocida de muestra en estufa de vacio (VACIOTEM-T J.P. SELECTA) a 200
mm Hgy 60 °C hasta alcanzar peso constante y en cuantificar la pérdida de peso que experimenta.
Para ello, las muestras de tallo de brdcoli se colocaron en crisoles de vidrio que se pesaron, tanto
antes de la deshidratacion como después, en una balanza de 1 mg de precision (Mettler Toledo Inc.,
Barcelona, Espafia). A continuacidn, se aplicé la ecuacién 1 para calcular la fraccién masica de agua.

M, -M
Xw (gagua / 8muestra) = m (Ec. 1)

donde:

M, 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 de vacio (g)
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3.4.1.3. Contenido en sélidos solubles totales (Xss)

El contenido en sélidos solubles totales (x.) del residuo sin deshidratar se calculé a partir de la
humedad de la muestra (xw ) y de la medida de °Brix de la fase liquida resultante de aplicar fuerza
directa sobre muestras de tallo de brdcoli (Ec. 2). En el caso del residuo deshidratado, el calculo se
realizo a partir de la humedad de la muestra (x") y de la medida de °Brix de la disolucién resultante
de mezclar 1 g de muestra y 20 mL de agua destilada en agitacion horizontal (COMECTA WY-100) a
220 rpm durante 1 h (Ec. 3). Para la lectura de los °Brix se hizo uso de un refractometro de mesa
(ABBE ATAGO, NAT T3, Japdn) con una precision de 0,1 a una temperatura de 20 °C.

. XSS
2 Brix =

=——-.100 Ec.2
Xes T Xw (C )

donde:
X, es la fraccién masica de sélidos solubles (8.4iqos solubles/ Emuestra)

X, €s la humedad de la muestra (g,,u./8muestra)

2 Brix = .100 (Ec.3)

donde:
X, s la fraccién masica de sélidos solubles (8.4iqos solubles/ Emuestra)
m,, es la masa de agua empleada para la disolucién (20 g)

X, €s la humedad de la muestra (g,,u./8myestra)

3.4.2. Propiedades antioxidantes

Para la determinacion de las propiedades antioxidantes, hubo que extraer previamente los
compuestos de la matriz vegetal. Para ello, se obtuvieron extractos a partir de la mezcla de 4 g de
muestra sin deshidratar o 0,5 g de polvo y 10 mL de metanol al 80 % (v/v) en agua bidestilada,
seguido de agitacién (agitador horizontal COMECTA WY-100) durante 1 h. Posteriormente, la
mezcla se centrifugd (Medifriger BL-S, P-Selecta) a 10.000 rpm durante 5 min. Se obtuvieron 2
extractos de cada muestra y todas las medidas se realizaron sobre el sobrenadante separado por
centrifugacion.

3.4.2.1. Contenido en fenoles totales

Para determinar el contenido en fenoles totales se hacen reaccionar los compuestos fendlicos
presentes en la muestra con el reactivo de Folin-Ciocalteu, produciéndose un complejo coloreado
gue se puede cuantificar espectrofotométricamente a 765 nm (Singleton et al., 1999). En primer
lugar, se mezclaron en cada una de las cubetas de espectrofotometria 0,5 mL de agua bidestilada,
0,125 mL de extracto y 0,125 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu. Tras 6 min de reaccién en
oscuridad, se afiadieron 1,25 mL de carbonato sddico (Na,COs) al 7% y 1 mL de agua destilada,
dejando reposar la reaccion durante 90 min también en oscuridad, tras los cuales se midié la
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absorbancia a 765 nm en un espectrofotémetro Cary 60 UV/Vis (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, USA). El blanco se preparé reemplazando el extracto por metanol al 80% (v/v) en agua
bidestilada. En el caso de los polvos, después de realizar las extracciones, se realizaron diluciones
1:4 (v/v) del extracto, usando como disolvente metanol al 80 % (v/v) en agua bidestilada.

Para expresar los resultados en mg de Acido Galico Equivalente (EAG) por g de materia seca (mg
EAG/gms), se obtuvo una recta de calibrado para el compuesto de referencia acido gélico (pureza >
98 % Sigma-Aldrich), en el intervalo comprendido entre 0 y 300 mg/L.

3.4.2.1. Contenido en flavonoides totales

Para determinar el contenido en flavonoides totales se empled el método colorimétrico del
cloruro de aluminio (AICl5) descrito en 2008 por Luximon-Ramma et al. el cual se basa en la
formacidn de complejos entre los flavonoides presentes en la muestra y el cloruro de aluminio, lo
gue produce un cambio de color que puede ser cuantificado espectrofotométricamente a 368 nm.
En primer lugar, se prepard una disolucion de cloruro de aluminio (AICls) al 2 % (m/v) en metanol
puro teniendo la precauciéon de usar la campana ya que, al ser una reaccién exotérmica, se liberan
vapores. Posteriormente, en cada una de las cubetas de espectrofotometria, se mezclaron 1,5 mL
de extracto con 1,5 mL de la disolucién de AlCls, se dejaron reaccionar durante 10 min en oscuridad
y, tras ese tiempo, se midié la absorbancia a 368 nm en un espectrofotometro Cary 60 UV/Vis
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA). El blanco se preparé reemplazando el extracto
por metanol al 80% (v/v) en agua bidestilada. En el caso de los polvos, después de realizar las
extracciones, se realizaron diluciones 1:4 (v/v) del extracto, como en el caso de los fenoles, usando
como disolvente metanol al 80 % (v/v) en agua bidestilada.

Para expresar los resultados en mg de Quercetina Equivalente (EQ) por g de materia seca (mg
EAG/gms), se obtuvo una recta de calibrado para el compuesto de referencia quercetina (pureza >
98 % Sigma-Aldrich), en el intervalo comprendido entre 0 y 300 mg/L.

3.4.2.1. Capacidad antioxidante: métodos DPPH y ABTS

La capacidad antioxidante del residuo de brdcoli se midi6 mediante los métodos de DPPH vy

ABTS. El primer método fue descrito por Brand-Williams et al. en 1995 y se basa en la reduccién del
radical libre DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) debido a su capacidad de aceptar un atomo de
hidrégeno cedido por un compuesto antioxidante (Kedare y Singh, 2011), dando lugar a una
reaccion colorimétrica que se puede medir por espectrofotometria a 517 nm. Para ello, se preparé
en primer lugar una disolucion de DPPH 0,1 mM en metanol puro. Posteriormente, en cada una de
las cubetas de espectrofotometria, se mezclaron 0,1 mL del extracto con 2,9 mL de la disolucién de
DPPH, se dejaron reaccionar 1 h en oscuridad y, tras ese tiempo, se midié la absorbancia a 517 nm
en un espectrofotometro Cary 60 UV/Vis (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA). El
blanco se prepard reemplazando el extracto por metanol al 80% (v/v) en agua bidestilada. En el
caso de los polvos, después de realizar las extracciones, se realizaron diluciones 1:4 (v/v) del
extracto usando como disolvente metanol al 80 % (v/v) en agua bidestilada.

Para expresar los resultados en mg de Troélox Equivalente (EQ) por g de materia seca (mg
EAG/gms), se obtuvo una recta de calibrado para el compuesto de referencia trélox (pureza = 99 %
Sigma-Aldrich), en el intervalo comprendido entre 0 y 200 mg/L.
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El segundo método fue descrito por Re et al. en 1999 y se basa en la reduccion del radical libre
ABTS" (acido 2,29-azobis-3-etil benzotiazolin-6-sulfénico) a ABTS por la accién de un compuesto
antioxidante, dando lugar a una reaccién colorimétrica que puede ser cuantificada por
espectrofotometria a 734 nm. Para liberar el radical ABTS*, se prepard una disolucién de ABTS 7
mM vy se dejé durante 16 h en oscuridad y a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, y antes de
preparar las cubetas, se usé tampon fosfato para ajustar la disolucion de ABTS* a una absorbancia
de 0,7 nm medida a 734 nm en espectofotémetro Cary 60 UV/Vis (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, USA). Posteriormente, se mezclaron en las cubetas espectrofotométricas 0,1 mL de
extracto y 2,9 mL de la nueva disolucion de ABTS', y se dejaron reaccionar durante 7 min en
oscuridad. Una vez transcurrido ese tiempo, se midid la absorbancia a 734 nm en un
espectofotometro Cary 60 UV/Vis (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA). El blanco se
prepard reemplazando el extracto por metanol al 80% (v/v) en agua bidestilada. En el caso del
residuo sin deshidratar, después de realizar las extracciones, se realizaron diluciones 1:4 (v/v) del
extracto usando como disolvente metanol al 80 % (v/v) en agua bidestilada. En el caso de los polvos,
después de realizar las extracciones, se realizaron diluciones 1:13 (v/v) del extracto, usando el
mismo disolvente que se ha mencionado anteriormente.

Para expresar los resultados en mg de Trélox Equivalente (EQ) por g de materia seca (mg
EAG/gns), se obtuvo una recta de calibrado para el compuesto de referencia trélox (pureza = 99 %
Sigma-Aldrich), en el intervalo comprendido entre 0 y 200 mg/L.

3.4.3. Recuentos microbianos

El nimero de colonias de L. plantarum se determind mediante dilucidn seriada con agua de
peptona tamponada estéril (ScharlauChamie®, Barcelona, Espafia) y posterior siembra en superficie
en placas de Petri. Las placas sembradas se incubaron en estufa (PSelecta modelo Incudigit) a 37 °C
durante 24-48 h. La primera dilucion de las muestras sélidas de residuo sin deshidratar, asi como la
de los respectivos polvos, se prepard por homogenizacion en stomacher (Interscience modelo
BagMixer® 400) mezclando 3 g de muestra con 27 mL de agua peptona estéril (ScharlauChamie®,
Barcelona, Espafia) en una bolsa de stomacher estéril. Tras la incubacién, se contaron las colonias
presentes en la superficie de las placas conteniendo entre 30 y 300 Unidades Formadoras de
Colonias (UFC).

3.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO A BAJA TEMPERATURA (Cryo-SEM)

Las muestras de brécoli triturado fresco y pretratado se examinaron mediante microscopia de
barrido a bajas temperaturas (Cryo-SEM) con el fin de evaluar el efecto del pretratamiento sobre la
microestructura. Para llevar a cabo este estudio, se utilizé el microscopio ZEISS mod. ULTRAS5S del
Servicio de Microscopia de la Universitat Politecnica de Valéncia, equipado con una camara de
criocongelacidn externa (OXFORD mod. CT-1500) que contiene nitrégeno liquido subenfriado a una
temperatura de -210 °C. Para la preparacion de la muestra, se colocd un pequefio fragmento del
tallo de brdcoli triturado y, en su caso, pretratado en el portaobjetos y se fijé con una mezcla de
dos componentes: dispersidn de grafito coloidal en agua (G303 Coloidal Graphite AQUADAC) y un
fijador de tejidos (Tissue-Tek AutoTEC® a120), con el fin de garantizar una correcta sujecion para la
posterior fractura. A continuacién, la muestra se congeld a vacio tras ser posicionada en una
criocdmara y se transportd, sin romper el vacio, a la cdmara de observacion del microscopio. En el
interior de la camara se procedié a la fractura de la muestra con el objetivo de visualizar la
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distribucidn interna de las células. Seguidamente, se hizo una leve sublimacién durante un periodo
de tiempo de 20 min a una temperatura de -85 °Cy a una presion de 10° mm de Hg, con el fin de
eliminar el agua en la superficie de la muestra. Posteriormente se aplicé un recubrimiento de
platino para conseguir que el haz de electrones tuviera una superficie de reflexion adecuada. El
recubrimiento o quorum sputtering se realizd durante 15 segundos. Finalmente, las muestras
fueron observadas a través de un monitor dotado de un software ZEISS SmartSEM, a una
temperatura de -150 °C empleando entre 10 y 20 kV. Durante la observacion del tejido se tomaron
micrografias a los aumentos adecuados que permitieran comparar las distintas muestras.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

El nivel de significancia estadistica de las distintas variables analizadas en relacion con los
resultados obtenidos, se evalud utilizando el software Statgraphics Centurion XVIII (Statpoint
Technologies, Inc.), mediante analisis de la varianza simple y/o multifactorial, con un nivel de
confianza del 95 % (p < 0.05) empleando el método LSD de Fisher, previa comprobacion de la
normalidad de los datos.

18



4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. ESTUDIO PRELIMINAR DE FERMENTACION Y SECADO

4.1.1. Efecto de la fermentacién sobre las propiedades del tallo de brdcoli

Los resultados de humedad (xw), actividad del agua (aw) y contenido en sdlidos solubles totales
(xss) del tallo de brécoli fresco y fermentado con L. plantarum se muestran en la tabla 2. Como se
puede observar, ninguna de las propiedades fisicoquimicas presenta diferencias estadisticamente
significativas (p-valor > 0,5), a excepcion de la humedad (p-valor < 0,05), la cual experimenta un
ligero descenso para el tallo de brécoli fermentado. Esta variacion en el contenido de agua se podria
deber a las diferencias estructurales que existen entre ambos residuos, ya que, al someter el tallo
de brécoli a un proceso de fermentacidn, éste experimenta cambios en la matriz vegetal debido a
la accién de las enzimas microbianas (celulasas, pectinasas), que pueden afectar a las propiedades
del mismo. Los valores de humedad vy actividad del agua resultaron similares a los obtenidos en
estudios previos realizados con la misma materia prima (Bas-Bellver et al., 2023).

Tabla 2. Efecto de la fermentacién con L. plantarum durante 24 h sobre los valores de humedad (xy), actividad
del agua (aw) y contenido en sdlidos solubles totales (xss) del tallo de brécoli. Media + desviacién estandar de
tres repeticiones.

Tratamiento Xw (8w/8rotal) aw Xss (8w/Brotal)
FRESCO 0,9163 + 0,0011b 0,9932 + 0,0014a 0,058 + 0,0032
FERM 0,9128 + 0,00072 0,9920 + 0,0012a 0,057 + 0,0022

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

Respecto a la cantidad de sdlidos solubles totales (xs), ésta se mantiene constante tras la
fermentacion. Este comportamiento no sigue la tendencia observada en un estudio previo sobre la
fermentacion acido-lactica de zumo de verduras con L. plantarum (Sharma y Mishra, 2013) donde
sevio que, con el transcurso de la fermentacion, los aztcares totales disminuian, siendo la variacion
significativa a partir de las 24 h de fermentacién. Este fendmeno se debe principalmente a que los
azucares son empleados continuamente como fuente de energia para el crecimiento de los
microorganismos durante la fermentacion (Liu et al., 2023). Por el contrario, en zumo mixto de
mango y zanahoria fermentado con L. plantarum, no se observé ninguna diferencia en la cantidad
de sélidos solubles totales entre las muestras control y las muestras fermentadas (De Oliveira et al.,
2021), resultados que concuerdan con los mostrados en la tabla 2. El hecho de que no se observen
variaciones en el contenido en los sélidos solubles totales se podria justificar por la accion de los
microorganismos sobre polisacaridos mas complejos. Asi pues, durante la fermentacion, ademas
de emplear los azucares disponibles, las bacterias hacen uso de sus enzimas glucosidasas y glicosil
hidrolasas, entre otras, para degradar polisacaridos de la matriz vegetal y liberar mondmeros de
azucares que son metabolizados de forma mas sencilla (Septembre-Malaterre et al., 2018; De
Oliveira et al., 2021).

Por otro lado, la actividad del agua (aw) de los alimentos influye en su estabilidad fisica, quimica
y microbioldgica (Sablani et al., 2007). Asi, una ay > 0,91 implica que el alimento es susceptible de
experimentar reacciones de deterioro que comprometen su vida util, ademas de favorecer el
crecimiento de bacterias como Pseudomonas spp. y Flavobacterium spp. que pueden afectar a la
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seguridad alimentaria (Kong y Singh, 2016; Rolfe y Daryaei, 2020). Debido a los valores de aw que
presentan los tallos, estos se someteran a un proceso de deshidratacion, como asi se explicara en
el apartado 4.1.2. Este proceso garantizara una menor actividad del agua en los residuos, alargando
su vida util y mejorando su seguridad alimentaria.

A continuacidn, en la tabla 3 se muestran los resultados de las propiedades antioxidantes
analizadas en el tallo fresco y fermentado con L. plantarum, donde se recogen los valores del
contenido de fenoles totales (mg EAG/gms), contenido en flavonoides totales (mg EQ/gms), Y
capacidad antioxidante por ABTS (mg ET/gms) y DPPH (Mg ET/gms).

Tabla 3. Efecto de la fermentacién con L. plantarum durante 24 h sobre el contenido en fenoles totales,
flavonoides totales y actividad antioxidante medida por los métodos ABTS y DPPH del tallo de brdécoli. Media
+ desviacion estandar de seis repeticiones a partir de dos réplicas (3 repeticiones/réplica).

Tratamiento Fenoles totales Flavonoides totales ABTS DPPH
(mg EAG/gms) (mg EQ/gms) (mg ET/gms) (mg ET/gms)
FRESCO 4,33+ 0,142 3,2+ 0,62 6,1+ 0,52 3,4+ 0,63
FERM 4,02 4+ 0,332 1,81+ 0,03b 6,0 + 0,22 2,3+ 0,62

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

Como se observa en la tabla 3, no existen diferencias estadisticamente significativas (p-valor >
0,05) entre las propiedades antioxidantes analizadas en el tallo de brécoli fresco y fermentado, a
excepcion del contenido en flavonoides, que se vio reducido significativamente con la fermentacion
del residuo (p-valor < 0,05). Resultados similares se obtuvieron en un estudio sobre fermentacion
lactica en frutas y verduras (Septembre-Malaterre et al., 2018), donde tras fermentar col con L.
plantarum a 37 °C durante 24 h, se produjo una ligera disminucién en el contenido en fenoles y
flavonoides totales, asi como en la capacidad de secuestrar el radical DPPH. De la misma forma,
Kiczorowski et al. en 2022 obtuvieron un menor contenido de fenoles totales en el brdcoli
fermentado respecto al control sin fermentar. Estos resultados distan de aquellos obtenidos en
otros estudios donde la fermentacién da lugar a productos enriquecidos en compuestos
antioxidantes con alto valor afadido. Por ejemplo, en un estudio sobre zumo de manzana
fermentado con L. plantarum, se vio que las moléculas de glucosa disponibles en los compuestos
fendlicos se consumian y se generaban metabolitos con mas grupos hidroxilo o menos
impedimentos estéricos, mejorando la capacidad antioxidante del zumo (Li et al., 2019). También
en 2018, Kwaw et al. estudiaron el impacto de L. plantarum en la actividad antioxidante del zumo
de morera, viendo que durante la fermentacién se producia una liberacién de compuestos fendlicos
solubles de las paredes celulares de la planta, aumentando la actividad antioxidante, y mejorando
las caracteristicas de los productos obtenidos (Yang et al., 2024). A pesar de que uno de los aspectos
fundamentales de la fermentacidn es el aumento del potencial antioxidante debido a la liberacidn
de fenoles y otros antioxidantes de la matriz vegetal, la metodologia de analisis del potencial
antioxidante todavia no esta estandarizada (Knez et al., 2023), pudiendo darse variaciones entre
los resultados de diversos estudios. Ademas, la fermentacidn de los alimentos vegetales constituye
una compleja red de factores en la cual se producen interacciones entre las reacciones
microbioldgicas, enzimaticas, quimicas, bioquimicas y los procesos fisicos (Buckenhueskes, 2015),
afiadiendo variabilidad a los métodos de determinacion y dificultando la estandarizacion de los
procesos.
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4.1.2. Efecto del secado sobre las propiedades de los polvos obtenidos a partir de
tallo de brécoli

En la tabla 4 se muestran los resultados de humedad (xw), actividad del agua (aw) y contenido en
sélidos solubles totales (xss) de los polvos obtenidos a partir del tallo de brdocoli fresco o fermentado
y deshidratado, segln se ha descrito previamente, mediante liofilizacion o secado a 50, 60y 70 °C.

Tabla 4. Efecto de las distintas técnicas de deshidratacion (secado por aire caliente y liofilizacién) sobre el
contenido en agua (xw), la actividad del agua (aw) y el contenido en sélidos solubles totales (xss) de los polvos
obtenidos a partir de tallo de brécoli fermentado (FSAC, FLIO) y sin fermentar (SAC, LIO). Media % desviacién
estandar de tres repeticiones.

Tratamiento Xw (Bw/Btotal) aw Xss (Bw/Brotal)
SAC 50 0,054 + 0,0052 0,23 4 0,02¢ 0,567 40,0152
SAC 60 0,054 + 0,002a 0,215 + 0,011bc 0,567 4+ 0,012a
SAC 70 0,055 + 0,003a 0,249 + 0,006d 0,58 + 0,002
FSAC 50 0,093 + 0,012¢ 0,200 + 0,0062b 0,611 + 0,018b¢
FSAC 60 0,1075 + 0,0014de 0,193 4+ 0,012a 0,569 + 0,012a
FSAC 70 0,0991 + 0,0010¢d 0,2110 + 0,0016abe 0,58 + 0,002

LIO 0,075 + 0,011b 0,280 + 0,013¢ 0,66 + 0,004
FLIO 0,115 + 0,006¢ 0,330 + 0,013f 0,62 + 0,03¢

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

Como era de esperar, los valores de ay xw recogidos en la tabla 4 disminuyen significativamente
(p-valor < 0,05) por efecto del secado con respecto a los valores de los residuos sin deshidratar
mostrados en la tabla 2. Todas las técnicas y condiciones de deshidratacion ensayadas consiguieron
reducir la ay del residuo a valores entre 0,19 y 0,33, lo que asegura una vida util prolongada (Alp y
Bulantekin, 2021). En general, se observa que los productos fermentados presentan un mayor
contenido en agua que los productos sin fermentar, lo cual podria deberse a la ruptura de
estructuras y descompartimentacion a consecuencia de la accion microbiana sobre el tejido
vegetal. No obstante, este aumento de humedad no se ve reflejado en un aumento de la actividad
del agua, lo que indicaria una mayor proporcion de agua ligada, posiblemente debido a la accién de
los microorganismos, que modifican la manera en que el agua interactia con la matriz.

En cuanto al contenido en sdlidos solubles totales (xss), los valores obtenidos son similares a los
referidos en estudios previos (Bas-Bellver et al., 2022). Respecto a los valores de x.s del tallo sin
deshidratar (tabla 2), se produce un aumento significativo (p-valor < 0,05) de los sélidos solubles
totales en los correspondientes polvos por el efecto del secado, como asi se puede observar en la
tabla 4. Este aumento en los sélidos solubles se debe principalmente a la concentracidn de los
solutos por eliminacién del agua. También, durante el proceso de deshidratacion y posterior
molienda de los residuos, estos experimentan tensiones en el tejido vegetal que llevan a roturas de
la pared liberando compuestos al exterior (Lewicki y Pawlak, 2003), contribuyendo a dicho
incremento. Ademas, de entre los distintos polvos estudiados, los polvos LIO y FLIO presentan
contenidos significativamente mas elevados (p-valor < 0,05) en sdlidos solubles totales que
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cualquiera de los polvos SAC. Por un lado, la liofilizacidon permite obtener un producto poroso y mas
fragil (Yao et al., 2023), consecuencia de los canales porosos que dejan los cristales de hielo
formados dentro de la estructura vegetal después de la sublimacion (Voda et al., 2012). Esta
porosidad, facilita su molienda dando lugar a un menor tamafio de particula y facilitando la
extraccién de compuestos solubles. Adicionalmente, esta mayor facilidad de molienda podria dar
lugar a una mayor ruptura de fibras y liberacion de compuestos solubles, mas sencillos. Por el
contrario, el secado por aire caliente puede ocasionar fendmenos de encostramiento que dificultan
la molienda posterior, resultando en polvos con un menor contenido en sdlidos solubles (Bas-
Bellver et al., 2023).

A continuacidn, en la figura 4 se recogen los resultados para las propiedades antioxidantes del
tallo fresco y fermentado antes y después de la deshidratacion por cualquiera de las dos técnicas
ensayadas. Se muestran los valores para el contenido en fenoles totales (mg EAG/gms), contenido
en flavonoides totales (mg EQ/gms) Y capacidad antioxidante por los métodos del radical ABTS (mg
ET/gms) y DPPH (Mg ET/gms).
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Figura 4. Propiedades antioxidantes del tallo de brdcoli fresco y fermentado y de sus respectivos polvos
obtenidos por distintas técnicas de deshidratacion: A) Contenido en fenoles totales expresado en mg de acido
gdlico equivalente (EAG) por gramo de materia seca. B) Contenido de flavonoides totales expresado en mg
de quercetina equivalente (EQ) por gramo de materia seca. C y D) Contenido de ABTS y DPPH,
respectivamente, expresado en mg de trélox equivalente (ET) por gramo de materia seca. Las barras de error
representan la desviacion estandar de seis repeticiones a partir de dos réplicas (3 repeticiones/réplica). & ¢~
Diferentes superindices indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95 %
(p-valor < 0,05).

En general, todas las propiedades antioxidantes aumentaron significativamente tras el secado
por aire caliente y posterior molienda respecto a sus correspondientes controles, como asi ha
confirmado el ANOVA multifactorial (p-valor < 0,05), siendo este aumento mas acusado para los
polvos SAC 60 en todos los casos. En un estudio previo de secado de rodajas de kiwi (Chin et al.,
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2015), cuando se aumento la temperatura de secado a 60 °C se observo que el contenido total de
fenoles aumentaba de forma significativa respecto al control fresco, resultados que concuerdan
con los obtenidos para el contenido en fenoles de SAC 60, mostrados en la figura 3 A. Por el
contrario, de entre todos los polvos SAC, los polvos SAC 70 son los que han experimentado un
aumento significativamente menos acusado (p-valor < 0,05) para la mayoria de los compuestos
antioxidantes, probablemente a causa de la exposicidon a una temperatura de secado demasiado
elevada. Para los polvos SAC 50, SAC 60 y SAC 70 se han obtenido valores mas elevados para el
contenido en fenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante segin el método del
radical DPPH respecto a los reportados en un estudio previo por el mismo grupo de investigaciéon
(Bas-Bellver et al., 2022). El aumento de las propiedades antioxidantes tras el secado por aire
caliente se confirma con otro estudio (Lutz et al., 2015) en el cual empleando este mismo método
de deshidratacién en diferentes verduras se obtuvo un aumento significativo en el contenido en
fenoles y en la actividad antioxidante segin el método DPPH en la mayoria de los casos estudiados.

Como se ha observado, las propiedades antioxidantes en los polvos SAC aumentan debido al
procesado de los tallos frescos, incluyendo tanto la técnica de secado empleada como la posterior
molienda. Se puede considerar que el aumento de los compuestos antioxidantes es debido a las
reacciones de Maillard que se dan durante el procesado térmico (Nooshkam et al., 2019) como el
secado por aire caliente. Estas reacciones se dan en presencia de azucares reductores (Martins et
al., 2000) mejorando la actividad antioxidante de los productos alimenticios (Losso, 2016).

Por otro lado, los polvos obtenidos mediante secado por aire caliente a partir del residuo
fermentado presentan valores mas bajos en todas las propiedades antioxidantes analizadas en
comparacion con los polvos SAC secados a la misma temperatura. Esta reduccion de los compuestos
antioxidantes de los polvos FSAC se podria deber al consumo de los azlcares reductores por parte
de los microorganismos (Chamberlain et al., 2022), disminuyendo las reacciones de Maillard que
dan lugar a compuestos antioxidantes. Dicha reduccion también podria estar influenciada por la
accion de los enzimas bacterianos, los cuales liberan compuestos antioxidantes de las estructuras
gue les confieren cierta proteccion (Knez et al., 2023), quedando mas expuestos al oxigeno y a las
altas temperaturas, responsables de su deterioro. En el caso de los flavonoides, la diferencia de
contenido entre los polvos SAC y los polvos FSAC (1,84 + 0,75 g EQ/gms) no es tan evidente como en
el caso de los fenoles (2,0 + 0,8 g EAG/gms) 0 de la actividad antioxidante medida por el método del
radical ABTS (6,3 +2,8 g ET/gms) y DPPH (3,7 £ 0,8 g ET/gms).

Los polvos liofilizados resultan en general menos ricos en compuestos antioxidantes que los
polvos obtenidos mediante secado por aire caliente (Figura 3). Estos resultados difieren de los
observados por Xu et al. en 2020 sobre Brassica oleracea, donde tras someter las muestras a una
deshidratacién por liofilizacién, estas aumentaron de forma significativa su contenido en fenoles
totales y su capacidad antioxidante (ABTS y DPPH), lo que atribuyeron a una mayor ruptura de la
estructura de las células vegetales por la formacidn de cristales de hielo. Estas rupturas permitirian
un mejor acceso de los disolventes y mayor extraccion de los compuestos (Xu et al., 2020). Esto
podria explicar el notable aumento en el contenido de fenoles totales que experimenta el residuo
de brdcoli, fermentado y sin fermentar, o el aumento en la capacidad antioxidante medida por el
método del radical DPPH que experimenta el residuo de brdcoli sin fermentar tras la liofilizacion.
Sin embargo, debido precisamente a la porosidad de los productos liofilizados, los compuestos
antioxidantes podrian estar mas expuestos a las condiciones ambientales responsables de su
degradacion, una vez restaurada la presion atmosférica. Estos fendmenos explicarian el menor
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contenido en compuestos antioxidantes en los polvos procedentes de los residuos liofilizados en
comparacion con los procedentes de residuos SAC. Resultados similares se obtuvieron en un
estudio llevado a cabo por Dalmau et al., en 2017, donde al someter manzanas a una deshidratacion
por liofilizacién, se disminuyeron los fenoles totales y la capacidad antioxidante segin el método
ABTS en comparacién con los valores obtenidos para un secado convectivo a 60 °C. También, Rudy
et al., en 2015, observaron una disminucidon en el contenido en fenoles totales al someter
arandanos a un proceso de liofilizacién. Del mismo modo, estudios previos realizados en el mismo
laboratorio sobre residuos de diversas hortalizas confirman que generalmente el secado por aire
caliente da lugar a productos con mayor capacidad antioxidante que los polvos liofilizados. No
obstante, la presencia de compuestos bioactivos especificos tales como carotenoides o sulforafano,
puede resultar mayor en los productos liofilizados (Bas-Bellver et al., 2020; Bas-Bellver et al., 2023).

En la figura 4 se muestran los resultados para los recuentos de L. plantarum en el tallo de brécoli
recién inoculado, tras 24 h de fermentacidn y en los polvos obtenidos por las distintas condiciones
de deshidratacion, secado a 50, 60y 70 ° C y liofilizacion.
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Figura 5. Recuento de viables en el residuo de brécoli recién inoculado, tras 24 h de fermentacién con L.
plantarum y en los polvos obtenidos a partir del tallo fermentado secado por aire caliente a 50, 60y 70 °Cy
liofilizado. Las barras de error representan la desviacion estandar de cuatro repeticiones a partir de dos
réplicas (dos repeticiones/réplica). * > ¢ Diferentes superindices indican diferencias estadisticamente
significativas con un nivel de confianza del 95 % (p-valor < 0,05).

Un producto para ser considerado probidtico debe contener en torno a 10°-10% UFC/g células
viables que hayan demostrado ser eficaces (Champagne et al., 2011; Cui et al., 2018), siendo
generalmente 10’ UFC/g la concentracién minima probidtica encontrada en productos comerciales
(Betoret et al., 2012).

Como se puede observar en la figura 5, el recuento de viables en el residuo de brdcoli recién
inoculado con el cultivo iniciador se encuentra en una concentracidn considerada como probidtica
(>107 UFC/g). Aunque el aumento no es significativo (p valor > 0,05), tras las 24 h de fermentacion
con L. plantarum los tallos de brécoli mantienen una concentracién promedio superior a la minima
exigida para ser considerados probidticos (> 10’ UFC/g), confirmando que el brécoli resulta ser una
matriz vegetal favorable para el crecimiento de estos microorganismos, como han confirmado
también otros autores (Ye et al., 2019; Zdziobek et al., 2023).

Por otro lado, tras el secado por aire caliente de los tallos fermentados se observa una
disminucién estadisticamente significativa (p-valor < 0,05) con respecto al control fermentado, del
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mismo orden para las tres temperaturas ensayadas. En un estudio previo llevado a cabo en el
mismo laboratorio (Bas-Bellver et al., 2023) al someter los tallos de brdcoli a un secado a 60 y 70
°C se produjo una disminucién en los viables por debajo de 10’ UFC/g, confirmando los resultados
para FSAC 60 y FSAC 70 mostrados en la figura 5. Sin embargo, cuando los tallos fueron
deshidratados mediante liofilizacidn, los viables rebasaron la concentracion probiética minima, al
igual que sucedié en otro estudio previo (Shekh et al., 2020). De esta forma la liofilizacion se
confirma como una técnica para preparar cultivos probioticos estables de alto valor (Rishabh et al.,
2023), asi como un método moderno e innovador de secado y procesado de productos agricolas
primarios (Sari¢, 2022).

A pesar de que la liofilizacién es una técnica adecuada para la obtencion de productos ricos en
microorganismos probidticos, tiene unos costes de equipamiento y operacion elevados, incluyendo
el proceso de congelacion y la aplicacion de una presidon de vacio, y requiere de personal
especializado (Guiné, 2018). Por tanto, seria conveniente seguir mejorando las condiciones del
secado por aire caliente para llegar a obtener productos probidticos de valor similar a los obtenidos
por la deshidratacién mediante liofilizacién.

Este estudio preliminar también tuvo como objetivo seleccionar las condiciones de secado que
permiten obtener un producto con una ay por debajo de 0,3, como se ha explicado previamente.
El secado para el residuo de brécoli sin fermentar se completéo en 12ha50°C,en 10 ha 60 °Cy en
6 ha 70 °C, a diferencia del secado del residuo de brdcoli fermentado que se completé en 12 h a 50
°C,en7ha60°Cyen5ha70°C. Una vezrealizadas estas comprobaciones, y analizando todas las
determinaciones del estudio, se decidio elegir la temperatura de 60 °C para llevar a cabo el secado
por aire caliente en un secador convectivo de planta piloto en el estudio de los pretratamientos.
Cabe mencionar que esta temperatura fue elegida con base al mayor contenido en compuestos con
actividad antioxidante de los polvos obtenidos mediante esta técnica de deshidratacion.

En la siguiente parte del experimental se aplicaran distintos pretratamientos termofisicos y
bioldgicos a los tallos de brécoli para estudiar cual de ellos presenta mayor potencial de cara a la
mejora de las propiedades antioxidantes de los productos en polvo obtenidos tras el secado con
aire a 60 °C.

4.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE PRETRATAMIENTOS TERMOF[SICOS Y BIOLOGICOS
SOBRE LAS PROPIEDADES DE LOS PRODUCTOS EN POLVO

4.2.1. Efecto de los diferentes pretratamientos sobre las propiedades del tallo de
brécoli

En la tabla 5 se muestran los resultados para el contenido en humedad (xw), la actividad del agua
(aw) y el contenido en sdlidos solubles totales (xss) del tallo de brocoli fresco y sometido a los
distintos pretratamientos descritos en el apartado de material y métodos.
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Tabla 5. Efecto de la aplicaciéon de diferentes pretratamientos termofisicos y biolégicos sobre el contenido en
humedad (xw), actividad del agua (aw) y contenido en sélidos solubles totales (xs) del tallo de brdcoli. Media
+ desviacion estandar de tres repeticiones.

Tratamiento Xw (Bw/Btotar) aw Xss (Bw/Brotal)
FRESCO 0,934 + 0,004¢ 0,9910 + 0,0009: 0,044 + 0,002b
PAST 0,934 + 0,002¢ 0,9940 + 0,0013¢ 0,0432 + 0,0010b
AUTO 0,928 + 0,004b 0,9931 + 0,0009bc 0,0475 + 0,0005b
MW 0,913 + 0,004a 0,9947 + 0,0009¢ 0,0565 + 0,0005¢
FERM 0,938 + 0,003¢ 0,990 + 0,003a 0,034 + 0,004a
uUs 0,93 + 0,00¢ 0,9948 + 0,0014¢ 0,0435 + 0,0006b

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

Respecto a los valores de humedad (xw), estos se mantienen constantes para todos los
pretratamientos, excepto para autoclave y microondas, donde los valores experimentan una ligera
disminucién, aunque significativa (p-valor < 0,05) en comparacion con el control fresco. Segun
recoge la literatura, el tratamiento con autoclave puede reducir el contenido en humedad debido
a la evaporacién producida por las elevadas temperaturas (Scherzinger et al., 2020). Efectos
similares se pueden observar al aplicar microondas, donde la energia electromagnética de alta
frecuencia se convierte en calor, evaporando parte del agua liquida y transportandola hacia la
superficie del material alimentario (Guo et al., 2017). Ademas, esta pérdida de humedad podria ser
mas pronunciada en el pretratamiento con microondas debido a la que los frascos se mantuvieron
ligeramente abiertos para evitar que estallasen por el aumento de la presidon. Cabe mencionar que
estas mismas precauciones se deben tomar en el autoclave, pero a diferencia del microondas, este
es una camara hermética que no se puede abrir hasta que baja la temperatura por debajo de un
determinado valor. Resultados similares se obtuvieron en un estudio previo donde, al someter
muestras de semillas de camelia a un pretratamiento con microondas durante 5 y 8 min, se
consiguid reducir significativamente el contenido de humedad en todos los casos respecto a la
muestra control (Ye et al., 2021).

Por otro lado, para el tallo fresco y los tallos pretratados, se obtiene un valor de actividad del
agua (aw) > 0,91, siendo estos residuos susceptibles de sufrir reacciones de deterioro por accion
enzimatica o por crecimiento microbiano (Kongy Singh, 2016; Rolfe y Daryaei, 2020). Asi pues, estos
residuos deben ser sometidos a una deshidratacion para alcanzar una actividad del agua cercana o
por debajo de 0,3, permitiendo que los productos obtenidos alarguen su vida util (Alp y Bulantekin,
2021).

Respecto a la cantidad de sdlidos solubles totales (xss), solo se obtienen diferencias significativas
(p-valor < 0,05) en el caso del residuo pretratado con microondas y en el fermentado. Al someter
el tallo fresco a un pretratamiento con microondas, los sdlidos solubles totales aumentan con
respecto al control fresco, resultados que concuerdan con los reportados por otros autores
(Nimkarde et al., 2022; Alvi et al., 2023). Este aumento podria estar relacionado con la evaporacién
del agua del producto debido al incremento de su temperatura interna (Malik et al., 2022),
permitiendo la concentracién de los sélidos solubles totales en el residuo. También, al aplicar un
pretratamiento con microondas, se pueden generar puntos calientes en el alimento debido a un
calentamiento no homogéneo del mismo (Conesa et al., 2016). Estos puntos pueden experimentar
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fendmenos de auto-explosidon que originan rupturas y modificaciones estructurales como la
despolimerizacién de la celulosa y la solubilizacion de la lignina, liberando azlicares mas simples
(Conesa et al., 2016; Shrotri et al., 2018). Al contrario, cuando el tallo fresco es sometido a un
pretratamiento de fermentacidn, con previa pasteurizacion, la cantidad total de sdélidos solubles
disminuye debido a que los microorganismos durante la fermentacién emplean los aztcares como
fuente de energia (Liu et al., 2023), como asi han reportado también otros autores. De forma
similar, Peng et al. en 2021 confirmaron que tras fermentar zumos de manzana de distintos
cultivares con Lactobacillus spp. se produjo una disminucion en el contenido de sacarosa, lactosa y
glucosa debido a su consumo por parte de los probidticos.

A continuacién, en la tabla 6 se muestran los resultados de las propiedades antioxidantes para
el tallo de brécoli fresco y sometido a distintos pretratamientos. Se recogen los valores para el
contenido en fenoles totales (mg EAG/gms), contenido en flavonoides totales (mg EQ/gms) Y
capacidad antioxidante medida por los métodos de ABTS y DPPH (mg ET/gms).

Tabla 6. Efecto de distintos pretratamientos sobre el contenido en fenoles totales (mg EAG/gms), contenido
en flavonoides totales (mg EQ/gms) y capacidad antioxidante ABTS y DPPH (mg ET/gms) del tallo de brécoli
fresco. Media t desviacion estandar de seis repeticiones a partir de dos réplicas (3 repeticiones/réplica).

Tratamiento Fenoles totales (mg  Flavonoides totales ABTS DPPH

EAG / gms) (mg EQ/ gms) (Mg ET / Bms) (MEET / ms)
FRESCO 4,240,22 2,05 + 0,172 5.8 + 0,24 101 + 0,100

PAST 6,1 + 0,004c¢ 2,58 + 0,180 95 + 0,4¢ 354 0,75

AUTO 4,05 + 0,112 4,1+ 0,2¢ 7,56 +0,14b 1,9 + 0,2
MW 4,8+ 0,3 2,02+0,11 7,6 £ 0,3 3,87 + 0,140
FERM 5,3+ 0,3bc 2,9+ 0,3b 7,9 + 0,4b 1,43 + 0,072

us 5,79 + 0,18¢ 4,88 + 0,12d 92 +0,7¢ 37 40,20

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

Generalmente, para todos los pretratamientos, se da una mejora de las propiedades
antioxidantes respecto al tallo de brdcoli fresco, siendo este aumento significativo (p-valor < 0,05)
para todas las propiedades antioxidantes de los tallos sometidos a ultrasonidos y pasteurizacion. El
aumento de los compuestos antioxidantes por el empleo de ultrasonidos puede ser debido al
fendmeno de cavitacidn por la aplicacion de campos acusticos de alta intensidad, a partir del cual
se rompen los tejidos vegetales formando microcanales (Pandiselvam et al., 2023; Zhu et al., 2024),
pudiendo liberar compuestos antioxidantes ligados a estructuras complejas en la matriz vegetal.
Resultados similares se obtuvieron en un estudio previo con col morada, en el cual se observoé que
aplicando ultrasonidos durante 8 min aumentaron los compuestos fendlicos totales y la actividad
antioxidante respecto a las muestras sin pretratar (Santos et al., 2024). Ademas, aplicando
ultrasonidos en el tallo fresco, los fenoles, los flavonoides y el DPPH aumentaron respecto a los
valores para residuo fresco obtenidos en un estudio previo del mismo grupo de investigacién (Bas-
Bellver et al., 2022), confirmando la eficacia de la técnica. En relacion con el aumento de las
propiedades antioxidantes tras el pretratamiento con pasteurizacién, resultados similares fueron
reportados por Urquieta-Herrero et al. en 2021, quienes obtuvieron la pulpa de changunga
enriquecida en compuestos fendlicos tras la pasteurizacion. También, en otro estudio donde se
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caracterizaron zumos de frutas, tras aplicar un pretratamiento de pasteurizacion a 80 °C durante 1
min, se dio un aumento en la capacidad antioxidante por los métodos ABTS y DPPH para todos los
zumos evaluados (Mandha et al., 2023). Este aumento en las propiedades antioxidantes tras el
pretratamiento de pasteurizacidn se puede deber a las disrupciones y permeabilizacién de la matriz
vegetal por efecto de la temperatura (Alongi, 2020). Asi mismo, durante el pretratamiento térmico
con pasteurizacion se pueden dar reacciones bioquimicas que dan lugar a formas de los compuestos
antioxidantes con una mayor bioactividad (Debelo et al., 2020), los cudles reaccionarian en mayor
medida.

Por otro lado, tras el pretratamiento de fermentacidn, las propiedades antioxidantes aumentan
respecto al control fresco, a excepcion de la actividad antioxidante analizada por el método DPPH.
Resultados similares se obtuvieron en un estudio previo sobre zumo de nispero japonés, el cual,
tras ser fermentado con bacterias lacticas, aumenté significativamente el contenido en fenoles y
flavonoides totales respecto al control sin fermentar (Meng et al., 2022). Para los fenoles totales,
su contenido varié de 0,34 mg EAG/mL.ymo en las muestras sin fermentar a 0,47 mg EAG/ML,umo €N
las muestras fermentadas. Este aumento en las propiedades antioxidantes se podria deber a la
hidrélisis de moléculas complejas en formas libres y simples con mayor bioactividad por el
metabolismo de las bacterias lacticas (Garcia y Remize, 2022; Meng et al., 2022). Sin embargo,
resultados contrarios se obtuvieron en un estudio previo con zumo de manzana donde tras la
fermentacion acido-lactica se disminuyo drasticamente el contenido total de fenoles y flavonoides
(Wu et al., 2020), como habria ocurrido en el estudio preliminar, en el que la fermentacion no
supuso una mejora de las propiedades antioxidantes del residuo fermentado. Esto podria deberse
a que las bacterias lacticas contribuyen a la conversién fendlica simple y a la despolimerizacion de
compuestos fendlicos de alto peso molecular (Li et al., 2019). De esta manera, se ha confirmado
gue este pretratamiento presenta variabilidad en su eficacia, la cual podria estar influenciada por
las interacciones que se dan entre las diversas reacciones microbioldgicas, enzimaticas, quimicas,
bioquimicas y los procesos fisicos (Buckenhueskes, 2015), como asi se ha mencionado previamente
en el estudio preliminar.

En el caso de los tallos sometidos a un pretratamiento con microondas, generalmente estos
mejoran de forma significativa (p-valor < 0,05) sus propiedades antioxidantes en comparacion con
el control fresco, siendo el aumento mas acusado para la actividad antirradical evaluada por los
métodos ABTS y DPPH. Este aumento en compuestos antioxidantes tras la aplicacion de microondas
puede ser debido a la explosién provocada por el vapor generado en los puntos donde existe
sobrecalentamiento, también conocidos como puntos calientes (Conesa et al., 2016). Resultados
similares obtuvieron Almaiman et al. en 2021 en su estudio con granos de sorgo, donde se
demostré que la capacidad antioxidante de las muestras tratadas con microondas aumentaba
significativamente con respecto al control sin pretratar.

Teniendo en cuenta los residuos sometidos a un pretratamiento con autoclave, estos se
encuentran menos enriquecidos en propiedades antioxidantes que los otros tallos pretratados,
siendo esta disminucién mas acusada (p-valor < 0,05) para el contenido en fenoles totales. Este
fendmeno podria deberse a la descomposicion térmica de compuestos fendlicos por efecto de la
temperatura (Popoola, 2022). También, por efecto de las elevadas temperaturas se podrian dar
isomerizaciones y autooxidaciones de los compuestos antioxidantes que disminuyan su
bioactividad (Chamorro et al., 2012).
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Para verificar los cambios estructurales que sucedieron en la matriz de los residuos vegetales se
seleccionan los residuos pretratados con ultrasonidos y fermentacion para ser estudiados mediante
criomicroscopia electrénica de barrido (Cryo-SEM). Ademads, ya que el tallo autoclavado es el
residuo que menos mejoria ha experimentado en la mayoria de las propiedades antioxidantes
analizadas, también se somete a este estudio estructural.
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Noise Reduction - Pixel Avg 8 cid oo 2 o - Pixel oo

Figura 6. Micrografias del residuo pretratado obtenidas por microscopia electrénica de barrido a bajas
temperaturas (Cryo-SEM) a 500 x aumentos (barra = 10 micras). A) Residuo de brécoli triturado, B) Residuo
de brécoli pretratado con ultrasonidos, C) Residuo de brécoli fermentado, D) Residuo de brécoli autoclavado.

Analizando la imagen del residuo tratado con ultrasonidos (Figura 5B), se aprecia que algunos
espacios intercelulares o poros (El), estan ocupados por liquido que podria provenir del interior de
las células, como consecuencia de la permeabilizacién de membranas y paredes celulares debido al
fendmeno de cavitacién (Rojas et al., 2021). Kumar et al. en 2021 confirmaron que la generacién y
el colapso de las burbujas de cavitacidn induce la turbulencia dentro del fluido, lo que resulta en la
ruptura de las paredes celulares y membranas liberando compuestos activos de interés. También
se observa (figura 5B) la aparicion de mayores espacios intercelulares y separaciones de
membranas de las correspondientes paredes celulares por efecto de la vibracién mecanica (Huang
et al., 2020). Estos cambios estructurales, junto con el aumento de la porosidad, facilitan la
extraccion de componentes de las matrices vegetales (Rajewska y Mierzwa, 2017). Estas
observaciones microscopicas serian coherentes con las mejoras observadas en las muestras de
ultrasonidos con respecto a las propiedades antioxidantes.

La Figura 5C muestra una micrografia del tejido fermentado, donde se observa una pérdida
significativa de la integridad celular y la compartimentalizacion de las estructuras celulares. Aunque
algunas células mantienen una forma definida, otras muestran signos evidentes de degradacion,

29



como una forma irregular y paredes desestructuradas y degradadas, lo que sugiere cierta
despolimerizacion de las paredes celulares. Por otro lado, también se observa una mayor presencia
de fase liquida en toda la extensién del tejido, indicativo de una mayor desestructuracién y
liberacion del interior celular. Esta disgregacién de la matriz vegetal se debe a la capacidad de las
bacterias lacticas, como L. plantarum, de metabolizar y transformar proteinas complejas e
indigeribles, celulosa y otras sustancias (Yang et al., 2024). Estas observaciones microscopicas
podrian relacionarse con la mejora de las propiedades antioxidantes observadas en el residuo
fermentado, ya que la desestructuracion y despolimerizacion observadas estan contribuyendo a la
liberacion de compuestos con actividad antioxidante (Tabla 6).

Finalmente, en el caso del residuo sometido a un pretratamiento con autoclave (Figura 5D), las
diferencias con respecto al control sin pretratar (Figura 5A) no son tan evidentes, lo que coincide
con la menor mejora en las propiedades antioxidantes observada en el residuo de brécoli sometido
a este pretratamiento. Sin embargo, este tratamiento a elevada temperatura también habria
provocado cierta permeabilizacién de membranas y paredes, ya que se observa una apariencia
reticulada en el interior de los poros, indicativa de la presencia de fase liquida tanto dentro de las
células como en los espacios intercelulares. Ademas, el corte obtenido sugiere menor rigidez de las
paredes celulares, lo que concuerda con cierta degradacidon o solubilizacion de las estructuras.

4.2.2. Efecto de los diferentes pretratamientos sobre las propiedades de los polvos
obtenidos a partir de tallo de brdécoli

En la tabla 7 se muestran los resultados correspondientes a las propiedades fisicoquimicas de los
polvos obtenidos a partir de tallo de brécoli fresco o pretratado y deshidratado por liofilizacién o
secado con aire a 60 °C durante 10 h.

Tabla 7. Valores para el contenido en humedad (xw), actividad del agua (aw) y contenido en sdlidos solubles
totales (xss) de los polvos obtenidos por secado por aire caliente o liofilizacidon a partir de tallo de brdécoli
fresco y pretratado. Media * desviacidn estandar de tres repeticiones.

Tratamiento

Xw (gw/gtotal) dw Xss (gw/gtotal)

SAC60 0,059 £ 0,002de 0,243 + 0,005b 0,631 + 0,012bc
PAST SAC 60 0,068 + 0,002f 0,307 £ 0,005h 0,610 +0,012b
AUTO SAC 60 0,060 + 0,003 0,305 £ 0,005h 0,606 +0,017b

MW SAC 60 0,0493 + 0,0011¢ 0,268 + 0,006de 0,603 + 0,018
FSAC 60 0,115 + 0,003¢ 0,302 £+ 0,004sh 0,558 +£0,013a
US SAC 60 0,0520 + 0,0014¢<d 0,26 £ 0,008¢d 0,652 + 0,012
LIo 0,033 £ 0,0052 0,261 + 0,008¢<d 0,655+ 0,011cd
PAST LIO 0,059 £ 0,0044de 0,2495 + 0,0017bc 0,624 + 0,016bc

AUTO LIO 0,046 £+ 0,004bc 0,281 %+ 0,006¢f 0,65 £ 0,02¢d
MW LIO 0,042 +0,003v 0,260 %+ 0,007<d 0,670+ 0,011d
FLIO 0,057 £ 0,0104de 0,208 + 0,0052 0,649 +0,017<d

UsS LIO 0,048 + 0,002bc 0,290 + 0,008fs 0,61 £+ 0,02b

&b c-Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas con un
nivel de confianza del 95 % (p-valor < 0,05).
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Como era de esperar, tras aplicar las técnicas de deshidratacion ensayadas, todos los productos
obtenidos presentan una awy Xw sighificativamente menores (p-valor < 0,05) con respecto a sus
equivalentes sin deshidratar (Tabla 5), y dentro de los valores considerados adecuados para
garantizar la estabilidad de este tipo de productos (aw entre 0,20 y 0,35; Xw < 0,1 gw/Stotal),
impidiendo el crecimiento de bacterias causantes de deterioro y prolongando la vida util de los
polvos obtenidos (Zambrano et al., 2019; Alp y Bulantekin, 2021).

Los resultados muestran que existen diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0,05)
para el contenido en humedad entre la mayoria de los pretratamientos, habiéndose obtenido
valores mas elevados en los polvos sometidos a secado por aire caliente. Asi, se ponen de
manifiesto las diferencias que existen entre los diversos mecanismos de eliminacion del agua como
consecuencia del empleo de una u otra técnica de secado. Durante el secado convectivo, el agua se
transfiere desde el interior del producto hasta la interfase producto-aire, siendo ésta eliminada
desde la superficie, y llevando a una contraccion del residuo que puede limitar la transferencia de
humedad (Maskan, 2001; Gulati y Datta, 2015). Asi, se forma una capa superficial impermeable que
mantiene los alimentos secos en la superficie, pero humedos en el interior (Guiné, 2018). Este
fendmeno resulta mas acusado para los residuos fermentados debido a la capacidad de este
pretramiento de acortar el tiempo de secado, produciéndose la eliminacidn de agua en la superficie
mas rapidamente y contribuyendo a este fendmeno de encostramiento (Bas-Bellver et al., 2023).
El mayor impacto del secado en los residuos fermentados vendria relacionado con la pérdida
estructural de la pared vegetal de los tallos y la formaciéon de poros (Bas-Bellver et al., 2023;
Janiszewska-Turak et al., 2022). De esta manera, se explicaria el mayor valor de x. para los polvos
procedentes de tallos fermentadosy secados con aire a 60 °C (FSAC 60).

Por otra parte, se obtienen valores de ay significativamente menores (p-valor < 0,05) para los
polvos liofilizados, probablemente debido a una mayor eficiencia en la eliminacién del agua por la
previa congelacidn del residuo triturado, seguida de la etapa de sublimacién y desorcion (Prosapio
y Norton, 2017), resultando en la formacién de canales porosos debido a la sublimacién del hielo
formado.

En el caso de los polvos US SAC 60 y MW SAC 60, estos alcanzan valores de humedad menores
a los reportados para los polvos sin pretratar, asi como valores de actividad del agua
significativamente menores (p-valor < 0,05) que los otros pretratamientos ensayados, mostrando
la mayor eficacia de estos pretratamientos en la conservacién de productos finales. Ademas, para
los polvos US SAC 60 se obtienen valores de humedad similares a los obtenidos en los respectivos
polvos liofilizados. Esta diferencia podria deberse a la mayor disponibilidad del agua presente en la
fase liquida del tejido, la cual habria quedado mas disponible debido a la permeabilizacion de
membranas y paredes celulares a consecuencia de la cavitacidn, segin se ha explicado
anteriormente. También, para los polvos US SAC 60 se obtiene una actividad del agua
significativamente inferior (p-valor < 0,05) a la de los polvos liofilizados, confirmando, junto con los
valores de humedad, la eficiencia de este pretratamiento en la mejora de las propiedades
fisicoquimicas del producto deshidratado.

Respecto al contenido en sdlidos solubles totales (xs), hay un aumento significativo de los
mismos (p-valor < 0,05), tras la deshidratacién por cualquiera de las dos técnicas ensayadas, en
comparacion con los equivalentes tallos sin deshidratar (Tabla 5). Esto resulta légico pues la
eliminacion del agua implica la concentraciéon de todos los demas compuestos presentes en la
matriz vegetal. Como ha confirmado el ANOVA multifactorial, la mayoria de los polvos secados por
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aire caliente presentan valores de xs inferiores a los obtenidos para los respectivos polvos
liofilizados. Esto podria deberse a que el proceso de liofilizacién permite una eliminacion mas
eficiente del agua por la sublimacion de cristales de hielo formados tras la congelacion (Prosapio y
Norton, 2017; Oyinloye y Yoon, 2020), favoreciendo la concentracion de los solutos. Ademas, la
liofilizacidn permite obtener un producto con una mayor porosidad (Yao et al., 2023), la cual facilita
sumolienda, dando lugar a un menor tamanio de particula y facilitando la solubilizacidn y liberacion
de compuestos solubles, como se ha discutido anteriormente. Excepcionalmente, para los polvos
US SAC 60 se obtienen valores mas elevados de sélidos solubles que para los polvos US LIO. En este
caso, no existen diferencias estadisticamente significativas en el contenido en humedad del polvo
SACYy el LIO, por lo que no se habrian concentrado mas en un caso que en el otro.

A continuacidn, en la figura 7 se muestran los resultados para las propiedades antioxidantes de
los productos en polvo obtenidos tras la deshidratacion y molienda. Se muestran los resultados
para el contenido en fenoles totales (mg EAG/gns), flavonoides totales (mg EQ/gms), ABTS (mg
ET/gms), Yy DPPH (Mg ET / g ms).
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Figura 7. Propiedades antioxidantes de los polvos pretratados y sin pretratar obtenidos por distintas técnicas
de deshidratacién: A) Contenido en fenoles totales expresado en mg de acido galico equivalente (EQ) por
gramo de materia seca. C y D) Contenido de ABTS y DPPH, respectivamente, expresado en mg de trélox
equivalente (ET) por gramo de materia seca. Las barras de error representan la desviacién estandar de seis
repeticiones a partir de dos réplicas (3 repeticiones/réplica). - Diferentes superindices indican diferencias
estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95 % (p-valor < 0,05).

Tras someter los tallos de brécoli a un proceso de deshidratacién, bien por secado por aire
caliente o por liofilizacidn, y posterior molienda, se aumenta el contenido en todas las propiedades
antioxidantes de forma significativa (p-valor < 0,05) respecto al correspondiente tallo sin
deshidratar (Tabla 6). Este incremento se atribuye al procesado de los residuos frescos, incluyendo
desde el triturado inicial, pasando por los pretratamientos, la técnica de secado empleada como la
posterior molienda, etapas que habrian contribuido a desestructurar la matriz vegetal y favorecer
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la liberacidn de compuestos bioactivos u otros cambios bioquimicos que se traducen en una mejora
de las propiedades antioxidantes (Ramirez-Pulido et al., 2021). Cabe destacar que estos valores
son generalmente mas elevados para los polvos obtenidos por secado por aire caliente a 60 °C que
para los polvos liofilizados. Esto puede ser debido a que el residuo secado por aire caliente es
susceptible de experimentar reacciones de Maillard (Huang et al., 2024) que resultan en la
formacion de compuestos antioxidantes, las cuales no tendrian lugar durante la liofilizacidon debido
a las bajas temperaturas empleadas en esta técnica. La eficiencia de las reacciones de Maillard en
el enriquecimiento de compuestos antioxidantes fue estudiada por Somjai et al. en 2021, quienes
secaron limoncillos chinos con aire a 60 °C y observaron que, con el avance de estas reacciones
como consecuencia del secado, las frutas aumentaban su capacidad antioxidante analizada por los
métodos de ABTS y DPPH. Ademds, también pueden resultar relevantes las reacciones bioquimicas
gue pueden verse favorecidas por el efecto de la temperatura, dando lugar a formas mas activas
de los compuestos antioxidantes, asi como la limitacién de la actividad de enzimas pro-oxidantes
(Réblova, 2012), o la accion de enzimas que hidrolizan a compuestos mas activos. Todo ello
justificaria el aumento en propiedades antioxidantes.

Segun ha confirmado el analisis de ANOVA multifactorial, los factores pretratamiento y tipo de
secado influyen significativamente (p-valor < 0,05) en las propiedades antioxidantes de los
productos en polvo obtenidos. Asi mismo, la interaccidn entre el pretratamiento empleado y el tipo
de deshidratacion es también significativa (p-valor < 0,05) para todas las propiedades antioxidantes,
por lo que se deduce que el efecto de la técnica de secado sobre las propiedades antioxidantes
varia en funcion del pretratamiento aplicado previamente. Estas variaciones en la presencia de
estos compuestos vendrian influenciadas por las distintas condiciones que se dan en cada una de
las técnicas de deshidratacion (Antal, 2015).

En relacion al contenido en fenoles totales, ninguno de los pretratamientos aplicados permite
mejorar su contenido en fenoles totales cuando el producto ha sido sometido a secado por aire
caliente. Sin embargo, entre los polvos liofilizados si se aprecian mejoras tras el pretratamiento con
ultrasonidos vy, especialmente la fermentacién. Esto podria sugerir que aquellos compuestos
antioxidantes liberados o generados gracias al pretratamiento de fermentacion y ultrasonidos son
mas susceptibles al SAC, o bien su extraccidn se ve favorecida se por las caracteristicas porosas de
los polvos liofilizados(Xu et al., 2020; Kumar et al., 2021; Yang et al., 2024). En ambos casos, se trata
de los pretratamientos que, junto con la pasterizacién, habrian dado lugar a un mayor contenido
en fenoles totales en polvos tanto SAC como LIO. Por otro lado, el residuo pasteurizado, pese a
presentar el mayor contenido en fenoles totales antes de la deshidratacidn, resulta en polvos con
un contenido fendlico similar al de los polvos procedentes del residuo sin pretratar.

En cuanto a los flavonoides, los polvos SAC presentan una mejora significativa (p-valor < 0,05)
con respecto a los polvos no pretratados, en todos los casos, a excepcién de la aplicacién de
microondas y autoclave entre los pretratamientos que contribuyen al enriquecimiento en
flavonoides no se han encontrado diferencias significativas (p-valor > 0,05) en el contenido de estos
compuestos. De la misma forma, Vargas et al. en 2022, vieron que, tras el secado por aire caliente
de brécoli, col rizada y espinacas se produjo una liberacidén por efecto de la temperatura de los
flavonoides que se encontraban enlazados en la matriz vegetal (Niamnuy et al., 2014). Ademas,
esta liberacion podria verse favorecida por la aplicacion de pretratamientos que induzcan dafios
directos en la matriz vegetal como la fermentacion y losl ultrasonidos (Kumar et al., 2021; Yang et
al., 2024), lo que justificaria el aumento de flavonoides para dichos pretratamientos (Figura 7B). De
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la misma forma, los polvos LIO habrian visto enriquecidos de forma significativa (p valor < 0,05) en
flavonoides cuando los tallos son sometidos a un pretratamiento con ultrasonidos debido a unos
mayores dafios de la pared vegetal, como ya se ha mencionado.

En cuanto a la capacidad antioxidante, se obtuvieron resultados diferentes en funcion del
método de analisis empleado. Por un lado, no se obtuvieron mejoras seguin el método del radical
DPPH. Por el contrario, para el método del radical ABTS se obtuvieron polvos enriquecidos cuando
el residuo fue pretratado con ultrasonidos y sometido a una deshidratacion por liofilizacion. Este
incremento en la extraccidn de compuestos antioxidantes viene fomentado por el previo fendmeno
de cavitacidn inducido en el residuo de brdcoli al aplicar altas frecuencias de ultrasonidos, asi como
por la posterior creacion de canales en la matriz vegetal tras sublimacidn de los cristales de hielo
(Oyinloye y Yoon, 2020; Rojas et al., 2021). De esta manera, se confirma que el pretratamiento de
ultrasonidos es el que permite obtener polvos liofilizados con mejores propiedades antioxidantes

Finalmente, para los productos en polvo previamente fermentados, se realizaron recuentos de
viables en el tallo de brécoli recién inoculado, tras 24 h de fermentacidn con L. plantarum y tras la
deshidratacién mediante secado por aire caliente o liofilizacion. Como se ha mencionado en el
estudio preliminar, para que un producto sea considerado probidtico, este debe contener una
concentracion de células viables en torno a 10°-10” UFC/g (Champagne et al., 2011; Cui et al., 2018).
Para el tallo de brécoli recién inoculado, el recuento se encuentra en una concentracién de 10’
UFC/g, por lo que podria ser considerado como potencialmente probidtico. Tras 24 h de
fermentacién, se da un aumento significativo (p-valor < 0,05) en el recuento de viables,
confirmando que el brdcoli es una matriz vegetal adecuada para el crecimiento de microorganismos
probidticos, como asi confirmaron Ye et al. en 2019 y Zdziobek et al. en 2023.

Tras someter el tallo fermentado a un secado por aire caliente en el secador convectivo de
planta piloto, y a diferencia de los estudios preliminares en secadores de bancada, no se obtuvieron
lecturas positivas en las placas sembradas (recuentos < 10* UFC/g), probablemente debido al efecto
negativo de la temperatura de secado sobre los mismos o a una excesiva prolongacion del
tratamiento. Estudios previos confirmaron estos resultados, estableciendo que un secado por
conveccidn a temperatura superior a 40 °C puede comprometer la viabilidad de las bacterias
probidticas (Zura-Bravo et al., 2018). No obstante, en estudios previos realizados sobre el mismo
tipo de residuo, se comprobd que es posible obtener productos en polvo con microorganismos
viables tras el SAC a 50, 60 y 70 °C (Bas-Bellver et al., 2024); sin embargo, es necesario definir
correctamente el tiempo de secado para no exceder la duracidon del periodo de velocidad
decreciente, en el que la temperatura del producto puede superar la maxima que toleraria el
microorganismo. En el presente estudio todos los productos pretratados se sometieron a las
mismas condiciones de temperatura y tiempo de secado con fines comparativos, lo que podria
haber resultado perjudicial para la viabilidad del probidtico.

Por otro lado, al someter el tallo fermentado a una deshidratacién por liofilizacién, se da una
disminucién significativa (p-valor < 0,05) en la concentracidn de viables; sin embargo, los polvos
obtenidos siguen siendo potencialmente probidticos (10° UFC / g). La liofilizacién es una técnica
mas recomendada para preservar la viabilidad microbiana debido al uso de temperaturas bajasy a
la ausencia de oxigeno, y por tanto considerada como una técnica adecuada para preparar cultivos
probidticos estables de alto valor (Rishabh et al., 2023).
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5. CONCLUSIONES

Tras analizar los resultados obtenidos en el presente trabajo final de grado, se ha llegado a las

siguientes conclusiones

La fermentacion del tallo de brdcoli con L. plantarum durante 24 h ha presentado resultados
dispares. En el ensayo preliminar, el contenido en fenoles en las muestras fermentadas
disminuyd, mientras que en el estudio posterior se observé una mejora en practicamente todas
las propiedades antioxidantes. Estos resultados sugieren que los pretratamientos bioldgicos
pueden se variables y dificiles de controlar, destacando la necesidad de estandarizar los
protocolos de fermentacién.

El estudio preliminar de secado ha permitido definir los tiempos de secado necesarios para para
alcanzar una ay < 0,3 en residuo sin pretratar y fermentados, habiéndose comprobado que la
fermentacion permite reducir los tiempos de secado. Estas diferencias en cuanto al
comportamiento frente al secado son consecuencia de la desestructuracidén provocada por la
accion microbiana, lo cual también ha sido confirmado a partir de las observaciones
microscopicas. El resto de pretratamientos posteriormente ensayados también podria tener un
efecto similar sobre las cinéticas de secado, por lo que seria interesante abordar el estudio del
impacto de los pretratamientos sobre las cinéticas de secado en trabajos posteriores.

El estudio preliminar también sugiere que el secado por aire caliente permite mejorar las
propiedades antioxidantes del tallo de brécoli frente al residuo liofilizado, especialmente si este
secado se lleva a cabo con aire a 60 °C. Sin embargo, la liofilizacidn seria la técnica recomendada
para garantizar la presencia de L. plantarum por encima de 10’ UFC/g.

Tras la obtencidn de los productos en polvo a partir de los residuos pretratados aplicando las

condiciones de pretratamiento y secado previamente seleccionadas, se concluye que:

Los pretratamientos termofisicos y bioldgicos propuestos permiten mejorar las propiedades
antioxidantes del residuo de brécoli antes de ser deshidratados. La mejora mas destacable se
obtiene tras el pretratamiento con ultrasonidos, mientras que el autoclavado y el tratamiento
con microondas resultan en mejoras menos evidentes.

La deshidratacion de los residuos pretratados por cualquiera de las dos técnicas estudiadas
permite obtener polvos estables, pero no se consigue mejorar las propiedades antioxidantes de
los polvos obtenidos en comparacién con los productos no pretratados, a excepcién del
contenido en flavonoides. Este resultado sugiere que no resultaria interesante incorporar estos
pretratamientos al proceso de obtencidn de polvos funcionales a partir de residuo de brécoli.
No obstante, seria conveniente evaluar el contenido en compuestos bioactivos especificos
(compuestos fendlicos, sulforafano) por técnicas mas precisas como Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién (HPLC), para confirmar estos resultados y la conveniencia o no de proponer
determinados pretratamientos.

En general, los polvos secados por aire caliente presentan mejores propiedades antioxidantes
gue los polvos liofilizados, excepto en el caso del polvo liofilizado pretratado con ultrasonidos,
en el que esta tendencia se invierte para algunas propiedades antioxidantes.
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e En cuanto a la viabilidad del microorganismo probidtico, el escalado al secador de planta piloto
supuso la pérdida de viabilidad del microrganismo, que si se conservé por liofilizacion. Sera
necesario continuar trabajando en el disefio de un proceso de secado por aire caliente que
permita asegurar una buena viabilidad.
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ANEXO I: Relacién del trabajo con los objetivos de desarrollo sostenible de
la Agenda 2030

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

Alto Medio Bajo No procede

ODS 1. Fin de la pobreza X

ODS 2. Hambre cero X

ODS 3. Salud y bienestar

ODS 4. Educacion de calidad

ODS 5. Igualdad de género

ODS 6. Agua limpia y saneamiento

PR

ODS 7. Energia asequible y no contaminante

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico X

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras

b

ODS 10. Reduccién de las desigualdades

b

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles X

ODS 12. Produccion y consumo responsables X

ODS 13. Accidn por el clima X

2. Alineacidn del trabajo con los ODS de mayor grado de relacion

El presente trabajo posee un alto grado de relacién con los ODS 2, 3y 12, los cuales se engloban
bajo el lema “Hambre cero”, “Salud y bienestar” y “Produccion y consumo responsables”,
respectivamente.

ODS 12

Uno de los principales problemas actuales es la escasez de recursos debido al constante crecimiento
poblacional. Asi pues, con la apariciéon de la Agenda 2030 para un desarrollo sostenible se han
buscado formas de reducir dicha problematica. Una de las acciones que contribuye a la disminucién
de esos recursos es el desperdicio alimentario, el cual tiene un gran impacto en la industria
hortofruticola. Segun recoge este ODS, una de las soluciones para el continuo aumento de los
residuos seria la implementacién de un sistema de economia circular en las industrias alimentarias,
medida que cada vez es mas empleada. De esta manera se podrian disefiar y obtener productos
duraderos al someter los residuos a un procesamiento por distintas técnicas, que irian desde el
triturado, el secado y la molienda, hasta la aplicacién de pretratamientos que mejoren la
valorizacion de los alimentos, los cuales también contribuyen al ODS 3, como se mencionara
posteriormente. Estas técnicas han sido aplicadas en el presente estudio con el objetivo de por un
lado disminuir el desecho de los tallos, y por otro lado, obtener productos enriquecidos en
compuestos bioactivos, como los compuestos antioxidantes, que contribuyen a un buen estado
fisiolégico. Con la obtencidn de estos polvos, se contribuiria principalmente a la meta 3 del objetivo
12: “De aqui a 2030, reducir a la mitad el desperdicio de alimentos per cadpita mundial en la venta
al por menor y a nivel de los consumidores y reducir las pérdidas de alimentos en las cadenas de
produccién y suministro, incluidas las pérdidas posteriores a la cosecha”.
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ODS 3

Otra de las preocupaciones del mundo actual es la alta prevalencia de enfermedades como el
cancer, las deficiencias cardiovasculares o el envejecimiento. Por tanto, este ODS vela por
garantizar una vida sana y promover el bienestar para las personas de todas las edades. De esta
manera, se han hecho estudios de compuestos bioactivos que ejerzan un papel preventivo a la
aparicion de enfermedades de este tipo, siendo los antioxidantes de gran interés por su capacidad
de neutralizar radicales libres que fomentan el estrés oxidativo, alterando la homeostasis del
organismo, y favoreciendo la patogénesis. Asi pues, los polvos obtenidos en el presente trabajo
podrian ser considerados como potencialmente funcionales debido a su enriquecimiento en
fenoles y flavonoides, asi como obtencién de una mayor capacidad antioxidante por los métodos
ABTS y DPPH, contribuyendo al correcto desarrollo de este ODS.

ODS 2

Por ultimo, el presente trabajo contribuye al cumplimiento del ODS 2, el cual pretende poner fin al
hambre y garantizar un acceso a todas las personas a una alimentacién sana, nutritiva y segura. Asi
pues, con la implementacion en la industrial de un sistema de economia circular, ademas de
disminuir la cantidad de residuos generados, también se puede mejorar la eficiencia del suministro
de los alimento debido a su menor coste, permitiendo el acceso a personas de todas las situaciones
socioecondmicas a una alimentacién de calidad. De esta manera, con la obtencién de los polvos a
partir de residuos, se contribuiria principalmente a la 1 del objetivo 2: “Para 2030, poner fin al
hambre y asegurar el acceso a todas las personas, en particular los pobre y las personas en
situaciones vulnerables, incluidos los lactantes, a una alimentacién sana, nutritiva y suficiente
durante todo el afio”.

Por tanto, se pone de manifiesto que con la obtencién de los polvos del presente trabajo, se
contribuiria a un desarrollo sostenible para un futuro mejor, reduciendo el desperdicio alimentario,
permitiendo el acceso a la alimentacién a todas las personas y previniendo la aparicién de
enfermedades de alto impacto social.
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