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RESUMEN

Los estrictos estandares de comercializacion de frutas y hortalizas generan
grandes volumenes de residuos organicos con un impacto ambiental negativo.
Aprovechar estos residuos fomenta la economia circular y contribuye a la
sostenibilidad alimentaria. Los residuos hortofruticolas contienen compuestos
bioactivos beneficiosos para la salud, como antioxidantes, anticancerigenos y
antimicrobianos, lo que puede anadir valor al proceso productivo. En este estudio,
se obtuvieron ingredientes en polvo a partir de residuos de col blanca, zanahoria,
brocoli, apio y puerro mediante disrupcion, deshidratacion (por SAC: secado con
aire o LIO: liofilizacién) y molienda. Los polvos se evaluaron en cuanto a propiedades
fisicoquimicas, antioxidantes (contenido total de fenoles y flavonoides, actividad
antioxidante por DPPH y ABTS, asi como el contenido en compuestos fendlicos
especificos), y antimicrobianas. EI SAC produjo polvos con mayor contenido de
fenoles y flavonoides totales, asi como una mejor actividad antioxidante, mientras
que la LIO produjo polvos con mayores concentraciones de compuestos fendlicos
especificos. El brocoli, el puerro y la col mostraron mayor contenido de fenoles y
flavonoides y mejor actividad antioxidante, mientras que la zanahoria y el brocoli
destacaron en compuestos fendlicos especificos. Los polvos mostraron cierta
actividad antimicrobiana, especialmente contra bacterias Gram positivas. En
conclusion, los residuos de hortalizas generados en las primeras etapas del
procesado pueden transformarse en productos en polvo con propiedades valiosas
para su uso como ingredientes funcionales en alimentos.

PALABRAS CLAVE: residuos de hortalizas; ingredientes en polvo; antioxidantes;
actividad antimicrobiana

RESUM

Els estrictes estandards de comercialitzacio de fruites i hortalisses generen grans
volums de residus organics amb un impacte ambiental negatiu. Aprofitar aquests
residus fomenta I'economia circular i contribuix a la sostenibilitat alimentaria. Els
residus hortofructicoles contenen compostos bioactius beneficiosos per a la salut,
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com a antioxidants, anticancerigens i antimicrobians, la qual cosa pot afegir valor al
procés productiu. En aquest estudi, es van obtindre ingredients en pols a partir de
residus de col blanca, carlota, brocoli, api i porro mitjangant disrupcio, deshidratacié
(per SAC: assecat amb aire o LIO: liofilitzacid) i molta. Els polvores es van avaluar
quant a propietats fisicoquimiques, antioxidants (contingut total de fenols i
flavonoides, activitat antioxidant per DPPH i ABTS, aixi com el contingut en
compostos fendlics especifics), i antimicrobianes. EI SAC va produir polvores amb
major contingut de fenols i flavonoides totals, aixi com una millor activitat antioxidant,
mentres que la LIO va produir polvores amb majors concentracions de compostos
fenodlics especifics. El brocoli, el porro i la col van mostrar major contingut de fenols
i flavonoides i millor activitat antioxidant, mentres que la carlota i el brocoli van
destacar en compostos fendlics especifics. Les polvores van mostrar una certa
activitat antimicrobiana, especialment contra bacteris Gram positives. En conclusio,
els residus d'hortalisses generats en les primeres etapes del processament poden
transformar-se en productes en pols amb propietats valuoses per al seu Us com a
ingredients funcionals en aliments.

PARAULES CLAU: residus d'hortalisses; ingredients en pols; antioxidants; activitat
antimicrobiana

ABSTRACT

Strict fruit and vegetable marketing standards generate large volumes of organic
waste with a negative environmental impact. Taking advantage of this waste
promotes the circular economy and contributes to food sustainability. Fruit and
vegetable waste contains bioactive compounds beneficial to health, such as
antioxidants, anticarcinogens and antimicrobials, which can add value to the
production process. In this study, powdered ingredients were obtained from white
cabbage, carrot, broccoli, celery and leek residues by disruption, dehydration (by
SAC: air drying or LIO: lyophilization) and milling. The powders were evaluated for
physicochemical, antioxidant (total phenol and flavonoid content, antioxidant activity
by DPPH and ABTS, as well as content in specific phenolic compounds), and
antimicrobial properties. SAC produced powders with higher content of total phenols
and flavonoids, as well as better antioxidant activity, while LIO produced powders
with higher concentrations of specific phenolic compounds. Broccoli, leek and
cabbage showed higher phenol and flavonoid content and better antioxidant activity,
while carrot and broccoli excelled in specific phenolic compounds. The powders
showed some antimicrobial activity, especially against Gram-positive bacteria. In
conclusion, vegetable residues generated in the early stages of processing can be
transformed into powdered products with valuable properties for use as functional
ingredients in food.

KEY WORDS: vegetable waste; powdered ingredients; antioxidants; antimicrobial
activity.



1. INTRODUCCION

El desperdicio alimentario representa una preocupacion global debido al
consumo de recursos, la pérdida de nutrientes y la generacion de residuos
contaminantes. Este desperdicio tiene lugar en todas las etapas de la cadena
alimentaria, desde la produccioén hasta el consumo final. Contribuye con alrededor
del 10% de las emisiones globales de gases de efecto invernadero, principales
responsables del cambio climatico y de los fendmenos meteoroldgicos extremos que
repercuten negativamente en la productividad agricola, la calidad nutricional de los
cultivos y la estabilidad de la cadena de suministro (FAO, 2022). En el ambito de la
economia circular, una alternativa para reducir el volumen de residuos organicos es
utilizarlos como materia prima en los procesos de transformacién con el fin de
generar productos de valor afiadido (Sanchez et al., 2023).

A nivel mundial, se desperdicia aproximadamente un tercio de los alimentos
producidos, de los cuales el 45% corresponde a frutas y hortalizas (IFCO, 2023). Una
cifra muy relevante si se considera que, en el caso de Espafa, la produccion de
frutas y hortalizas superd los 25,3 millones de toneladas en 2022 (MAPA, 2022). La
principal causa de la generacidn de estos residuos son los estrictos estandares de
comercializacién, que producen descartes de productos no conformes; sin embargo,
los residuos hortofruticolas son ricos en compuestos bioactivos tales como
compuestos fendlicos, fibra dietética, acidos organicos, minerales, y otros
fitoquimicos (Sagar et al., 2018). Por ejemplo, los residuos de zanahoria contienen
compuestos con actividad antioxidante como los carotenoides y compuestos
fendlicos, ademas de fibra (Seregelj et at., 2020). Otras especies como el brocoli y
la col blanca, de la familia Brassicacae, destacan por su alto contenido en
glucosinolatos e isotiocianatos, con potencial anticancerigeno y antimicrobiano
(Cartea & Velasco, 2008). Asimismo, las hojas del apio, comunmente desechadas,
contienen compuestos fendlicos, flavonoides y ftalidas (Motti et al., 2024). Las hojas
de puerro también se han estudiado por su actividad antibacteriana, asociada a su
contenido en compuestos organosulfurados, ademas de contener flavonoides y
glucosinolatos (Lemma et al., 2022; Sanchez-Salvador et al., 2022).

Los compuestos fendlicos también presentan interés por su actividad
antimicrobiana. Los flavonoides, especialmente las catequinas y proantocianidinas,
han demostrado tener actividad antimicrobiana contra bacterias como Vibrio
cholerae y Staphylococcus aureus, gracias a la inhibicion de la ADN girasa y al galato
de epigalocatequina, que inhibe el metabolismo energético (Panda & Duarte-Sierra,
2022). Los acidos hidroxicinamicos, como el acido cafeico, cumarico y ferulico, han
demostrado su efectividad contra Bacillus cereus y Staphylococcus aureus (Panda
& Duarte-Sierra, 2022). Otros metabolitos secundarios fenodlicos, como las
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furanocumarinas presentes en hortalizas como el apio y la zanahoria, han inhibido a
Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes (Panda & Duarte-Sierra, 2022).

Debido a los multiples beneficios mencionados y al problema ambiental que
originan los descartes y desechos organicos, es necesario desarrollar procesos para
aprovechar estos residuos y generar productos con valor afadido para la cadena
alimentaria. Sin embargo, una vez que estos desechos salen de los centros de
procesado, su vida util es muy corta debido a su alto contenido de agua libre, lo que
los hace muy susceptibles al deterioro. Por ello, transformarlos en ingredientes en
polvo es una opcion interesante, ya que de este modo se incrementa su versatilidad
y se preservan, o incluso se potencian, sus propiedades beneficiosas (Salehi, 2020),
a la vez que se reduce su desperdicio. La operacion de deshidratacion es esencial
para obtener productos en polvo, ya que reduce las reacciones de deterioro,
aumentando la estabilidad y permitiendo su uso en la formulacién de alimentos. Los
productos en polvo obtenidos a partir de frutas u hortalizas podrian tener potencial
para ser utilizados como conservantes, colorantes, saborizantes o para enriquecer
el valor nutricional de los alimentos (Bas-Bellver et al., 2020). Ejemplos de su
aplicacion incluyen su uso como ingrediente en galletas (Salehi, 2020) o en muffins
sin gluten (Bas-Bellver et al., 2024) para aumentar su valor nutricional, o como
colorante en pastas (Sobota et al., 2020), como conservante en aceite de colza
(Tundis et al., 2017), y su incorporacion en peliculas comestibles de almidén como
antioxidante (Rojas-Bravo et al., 2019).

La produccién de polvos a partir de residuos alimentarios puede resultar
compleja debido a la variabilidad y diferencias estructurales de los materiales, y
factores como las condiciones de secado y molienda afectan a sus propiedades
funcionales (Karam et al., 2016). Entre las técnicas de secado, la liofilizacion (LIO) y
el secado con aire caliente (SAC) se utilizan con frecuencia para deshidratar frutas
y hortalizas. La deshidratacion mediante SAC es una técnica ampliamente empleada
en la industria alimentaria debido a su bajo coste y facilidad de escalado, pero
implica una exposicion a altas temperaturas y oxigeno, lo que puede provocar la
pérdida de compuestos bioactivos y alterar el color debido al pardeamiento no
enzimatico (Karam et al., 2016). En contraste, la LIO, aunque es mas costosa,
conserva mejor las propiedades del producto al operar en vacio y baja temperatura,
ofreciendo una mejor rehidratacion debido a su mayor porosidad, minima pérdida
de color y mejor conservacion de los componentes bioactivos (Karam et al., 2016).
El proceso de molienda reduce el tamano de las particulas de materiales solidos y
puede realizarse tanto antes como después del secado. De hecho, existe una
interdependencia entre estas dos operaciones, ya que la molienda facilita la
evaporacion del agua al reducir el area superficial, mientras que el secado mejora la
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eficacia de la molienda posterior (Djantou et al., 2011). El tamafo de las particulas
resultantes depende tanto de las condiciones de molienda como de la estructura del
material deshidratado. Un tamano de particula mas pequefio aumenta la superficie
de contacto con el medio, facilitando la extraccion de componentes bioactivos.

En estudios anteriores (Bas-Bellver et al., 2020; 2022; y 2023b) se ha evaluado el
impacto del procesado sobre las propiedades fisicoquimicas, antioxidantes vy
tecnoldgicas de productos en polvo obtenidos a partir de residuos de hortalizas, asi
como su estabilidad durante el almacenamiento. El presente trabajo tiene como
objetivo principal extender la caracterizacion de los productos en polvo, de modo
que plantea analizar las propiedades antimicrobianas y antioxidantes, incluido el
contenido en compuestos fendlicos especificos, de los polvos obtenidos a partir de
los residuos de confeccidon en cooperativa de col blanca, zanahoria, brocoli, apio y
puerro, mediante secado por aire a 70 °C vy liofilizacion. Este trabajo se alinea con
varios Obijetivos de Desarrollo Sostenible (ODS): el ODS 12, al impulsar la economia
circular y practicas de consumo responsable; y los ODS 2 y 3, al dirigir esfuerzos
hacia la mejora de la salud y la seguridad alimentaria (ver ANEXO 2).

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Materia prima

Se emplearon residuos de cinco hortalizas: col blanca (Brassica oleracea var.
Capitata), zanahoria (Daucus carota, L.) brocoli (Brassica oleracea var. Italica), apio
(Apium graveolens, L.) y puerro (Allium ampeloprasum var. Porrum). Todos los
residuos fueron suministrados por la cooperativa Agricola Villena Coop. V. (Alicante,
Espafa), a excepcion del brécoli, que se adquirio en un supermercado local de la
ciudad de Valencia (Espana). Los residuos de col blanca, ajo puerro y apio
consistieron en las partes eliminadas en la confeccion de bandejas de hortalizas
(hojas externas y tallos). Los residuos de zanahoria provinieron de los descartes de
la linea de produccion de zanahorias en palitos listos para consumir (IV gama). Por
ultimo, los residuos de brécoli consistieron en los tallos, los cuales fueron separados
de las flores con ayuda de un cuchillo en el laboratorio.

2.2. Obtencion de los polvos de las hortalizas

El material vegetal fresco se lavo con una disolucion acuosa de hipoclorito sodico
al 1% (v/v), excepto los residuos de zanahoria, que ya venian lavados desde las
instalaciones de la cooperativa. Una vez limpio, se trituré con un procesador de
alimentos (Thermomix® TM6, Vorwerk, Madrid, Espaifa) a 5.000 rpm durante 5 s
(Bas-Bellver et al., 2020). Posteriormente, se procedié a la deshidratacion de los



residuos mediante secado con aire caliente (SAC) y liofilizacion (LIO). Para el SAC,
se empled un secador de bandejas convectivo (Pol-ekoAparatura, Katowice, Polonia)
con una velocidad de aire de 2 m/s y una temperatura de 70 °C hasta alcanzar una
actividad del agua (aw) inferior a 0,3. Los residuos troceados se distribuyeron en
laminas de 1 cm de espesor en bandejas perforadas, con una carga de 200 g por
bandeja. El tiempo requerido para alcanzar una ay inferior a 0,3 se establecio segun
estudios previos (Bas-Bellver et al., 2020; 2022; y 2023b), resultando en un tiempo
de secado de 12 h para todos los residuos, excepto para el brécoli, que requirio 8 h.
Para la LIO, los residuos troceados se distribuyeron en bandejas de aluminio
formando una capa de aproximadamente 1 cm de espesor y se congelaron a -40 °C
durante 24 h (congelador CVN-40/105, Matek, Barcelona, Espaina). Posteriormente,
se introdujeron en un liofilizador de planta piloto (LyoAlfa 6-80, Telstar, Terrasa,
Espafa) donde permanecieron a una temperatura del condensador de -45 °C y una
presion de 0,1 mbar durante 48 h. El residuo seco se molié con un procesador de
alimentos (Thermomix® TM6, Vorwerk, Madrid, Espafa) en dos intervalos de 30 s a
una velocidad de 10.000 rpm, hasta alcanzar una consistencia de polvo fino.

Como resultado se obtuvieron un total de 10 productos en polvo, los cuales
fueron almacenados en frascos de vidrio con cierre hermético y envueltos en papel
de aluminio hasta su analisis, con el fin de minimizar la degradacién por exposicion
al aire y a la luz. En adelante, los productos se identificaran segun la hortaliza que da
origen al residuo: apio (A), brécoli (B), col blanca (C), puerro (P) y zanahoria (Z),
seguido del método de secado: secado por aire caliente (SAC) y liofilizacion (LIO).

2.3. Determinaciones analiticas

2.3.1. Propiedades fisicoquimicas

El contenido en agua (x») se determin6 segun el método oficial 934.06 de la
AOAC (2000) para frutas deshidratadas, que consiste en calcular la variacion de
peso que experimenta una cantidad conocida de muestra tras su secado en estufa
a vacio (Vaciotem-T - J.P. Selecta, Barcelona, Espafia) a una presion de 100 mm Hg
y 60 °C, hasta alcanzar peso constante. La actividad del agua (a.) se midié con un
higrémetro de punto de rocio (AquaLAb 4TE, Decagondevices Inc., Pullman WA,
USA) a temperatura ambiente (25 °C) y con una precision de £ 0,003. Los sélidos
solubles totales (xss) se calcularon a partir de la humedad y de la lectura de los
grados Brix, obtenida con un refractometro termostatado a 20 °C (Abbe Atago 3-T,
Japon) (ISO 1743:1982). Esta lectura se realizé sobre el extracto acuoso resultante
de mezclar el polvo con agua destilada en una relacién 1:10 (m/v). La distribucién
del tamano de particula se determind mediante un equipo de difraccion laser
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Limited, Reino Unido) por via humeda y via
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seca. Para la via seca, se acopld una unidad Sirocco 2000 con aire a 2,5 bar y al
60% de velocidad como dispersante. Para la via humeda, se utilizé una unidad Hydro
2000, con agua desionizada como dispersante, con un indice de absorcion de 0,1y
valores de indice de refraccion de 1,52 para la muestra y 1,33 para la fase dispersa.
A partir de las curvas de distribucion del tamafio de particula se obtuvieron el
diametro medio de la esfera con un volumen equivalente D [4,3] y el diametro medio
de la esfera con un area superficial equivalente D [3,2], y los percentiles de la
distribucion d10, d50 y d90, que representan los diametros por debajo de los cuales
se encuentran el 10%, 50% y 90% de las particulas, respectivamente.

2.3.2. Propiedades antioxidantes

Se determinaron el contenido en fenoles y flavonoides totales, la actividad
antioxidante por los métodos de los radicales DPPH y ABTS, y se identificaron los
compuestos fendlicos especificos mediante HPLC. Para ello, se obtuvieron extractos
de los polvos utilizando una relacion de extracciéon 0,5:10 (m/v) con metanol al 80%
(v/v) en agua bidestilada. Las mezclas se agitaron en un agitador horizontal
(COMECTA WY-100) durante 1 h y se centrifugaron en una centrifuga (5804R,
Eppendorf) durante 5 min a 10.000 rpm, recuperandose los sobrenadantes. Cuando
fue necesario, se realizaron diluciones de los extractos para su analisis mediante
espectrofotometria. Para las determinaciones por HPLC, se utilizé una relacion 1:10
(m/v) con metanol de alta pureza al 80% (v/v) en agua bidestilada. Los
sobrenadantes se filtraron con filtros de jeringa Whatman de 0,45 uym y se
almacenaron en viales ambar a -20 °C hasta su posterior analisis.

El contenido en fenoles totales se determiné segun el método de Folin-
Ciocalteau (Singleton et al.,, 1999) que mide la intensidad de color producida al
reaccionar los compuestos fendlicos presentes en la muestra con el citado reactivo.
Para ello, se mezclaron 0,125 mL de extracto con 0,5 mL de agua bidestilada 'y 0,125
mL del reactivo Folin-Ciocalteu. Se dejo reaccionar 7 min en oscuridad y se
anadieron 1,25 mL de carbonato sddico al 7% y 1 mL de agua bidestilada. Tras 90
min en oscuridad, se midio la absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro Cary
60 UV/Vis (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) y se comparo6 con una
curva estandar de acido galico (pureza > 98%; Sigma-Aldrich). Los resultados se
expresaron en mg equivalentes de acido galico (EAG) por g de materia seca. El
contenido en flavonoides totales se determind mediante el método colorimétrico
del cloruro de aluminio (Luximon-Ramma et al., 2002). Para tal fin, se mezclaron 1,5
mL del extracto preparado con 1,5 mL de una disolucién de cloruro de aluminio al
2% (m/v) en metanol y se agité la mezcla. Tras 10 min en oscuridad, se leyo la
absorbancia a 368 nm en un espectrofotometro Cary 60 UV/Vis (Agilent
Technologies, Santa Clara, California, USA) y se compard con una curva estandar
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de quercetina (pureza > 95%; Sigma-Aldrich). Los resultados se expresaron en mg
equivalentes de quercetina (EQ) por g de materia seca.

La actividad antioxidante se evalué6 mediante los métodos ABTS y DPPH. El
primero, que evalua la capacidad de los antioxidantes presentes en los extractos
para neutralizar el radical ABTS+ (acido 2,20-azobis-3-etil benztiazolina-6-sulfénico),
se llevo a cabo segun lo descrito por Re et al. (1999). Para liberar el radical ABTS+,
se preparo una disolucién de ABTS 7 mM con persulfato potasico 2,45 mM y se dejo
a temperatura ambiente y en oscuridad durante 16 h. Se mezclaron 2,9 mL de la
disolucion de ABTS+ (previamente diluida en tampodn fosfato a pH 7,4 hasta alcanzar
una absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 734 nm) con 0,1 mL del extracto. Se dej6 actuar
7 min en oscuridad y se ley6 la absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro Cary
60 UV/Vis (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA). La absorbancia se
comparo con una curva estandar de trolox (pureza > 97%; Sigma-Aldrich) y los
resultados se expresaron como mg equivalentes de trolox (ET) por g de materia
seca. Para evaluar la capacidad de los compuestos antioxidantes de reducir el
radical DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazilo) se aplicé el método propuesto por Brand-
Williams et al. (1995). Se mezclaron 0,1 mL del extracto con 2 mL de una disolucién
0,01 mM de DPPH y 0,9 mL de metanol, se dejo reaccionar 60 min en ausencia de
luz y se midié la absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro Cary 60 UV/Vis
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA). Los resultados se expresaron
en mg ET por g de materia seca, tras comparar la absorbancia con una recta
estandar de este compuesto de referencia (pureza > 97%, Sigma-Aldrich).

Los compuestos fendlicos especificos de los extractos fueron identificados y
cuantificados mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) mediante un
cromatografo Agilent 1200 Series Rapid Resolution acoplado a un detector de matriz
de diodos Agilent 1260 Infinity Il (Agilent, Palo Alto, CA). La separacion tuvo lugar en
una columna Kinetex (250 x 4,6 mm |.D., 5 ym; Phenomenex; Torrance, CA, USA) a
una temperatura de 31 °C, un volumen de inyecciéon de 10 pL y un caudal de 0,5
mL/min. Como fase movil se utilizé acido férmico al 0,1% (v/v) en agua (A), y
acetonitrilo (B), empleando el gradiente 90-85% A (v/v), 0-3 min; 85-60% A (v/v), 3-
24 min; 60-34% A (v/v), 24-27 min; 34-50% A (v/v), 27 min; 50-30% A (v/v), 27-33
min; 30-10% A (v/v), 33-40 min; 10-90% A (v/v), 40-45 min. Los datos espectrales de
cada compuesto se registraron en el intervalo de 190 a 500 nm, y la lectura de los
cromatogramas se realizd a 280 nm. La adquisicion y el procesado de datos
analiticos se llevé a cabo utilizando el software Agilent MassHunter Workstation
(version B.09.00). Los compuestos fendlicos se identificaron mediante la
comparacion de los tiempos de retencion y los espectros UV-VIS con los de los



estandares puros. Para la cuantificacion de estos compuestos, se emplearon curvas
patron obtenidas para los diferentes estandares de referencia de calidad HPLC.

2.3.3. Actividad antimicrobiana in vitro

Se evalué el potencial antimicrobiano de los productos sobre dos bacterias Gram
negativas (Salmonella entérica NCTC 11881 y Escherichia coli NCIMB 9484) y dos
bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 6538P vy Listeria innocua
NCTC 12210). Para ello, se obtuvieron extractos en relacion 1:10 (m/v) con metanol
de elevada pureza al 80% (v/v) en agua bidestilada. Los sobrenadantes se filtraron
con filtros de jeringa Whatman de 0,45 pm y se almacenaron en viales ambar a -20
°C hasta su posterior analisis. Cada cepa bacteriana de coleccion proveniente de
criovial se cultivdé en Agar Plate Count a 37 °C durante 24-48 h. A partir de cada
cultivo puro, se tomaron varias colonias con un asa de siembra y se transfirieron a
un tubo con 10 mL de caldo comun, hasta alcanzar una turbidez de 0,5 de la escala
McFarland, equivalente a una concentracion de 1,5x108 UFC/mL.

La actividad antimicrobiana se evalué mediante la técnica del antibiograma disco-
placa, basado en la norma CLSI. Se extendieron 100 uL de todas las cepas en agar
Mueller-Hinton con ayuda de un asa estéril, se dejo secar unos minutos y se
depositaron los discos impregnados con 20 uL de los extractos. Las placas se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 min para permitir la difusion y se
incubaron invertidas durante 24 h a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, se midio el halo
de inhibicién (mm) con una regla. Se tomaron tres medidas desde tres direcciones
distintas para calcular el diametro promedio. Los ensayos de concentracion minima
inhibitoria (CMI) se llevaron a cabo mediante el ensayo de microdilucion, empleando
placas de 96 pocillos. 4 mL del extracto metandlico se rotaevaporaron hasta
sequedad para eliminar el disolvente, y el residuo se resuspendié en 2 mL de agua
estéril, de modo que cada nuevo extracto contenia los compuestos extraidos a partir
de 0.2 g de polvo. El ensayo consistio en preparar disoluciones stock de cada
extracto en caldo Mueller-Hinton, con una concentracion inicial equivalente a los
compuestos contenidos en 0,1 g de polvo/mL. Se afadieron 100 yL de esta
disolucién en el primer pocillo de cada fila, y se procedidé a realizar diluciones
seriadas en caldo Mueller-Hinton de tal forma que cada pocillo contuviera la mitad
de concentracion de extracto que el pocillo anterior. Finalmente, se anadieron 50 pyL
de inéculo (10* UFC/mL) a cada pocillo. Como resultado, las concentraciones de los
extractos se analizaron en el intervalo entre 50 mg de polvo/mL (primer pocillo de
cada serie) hasta 6,25 mg de polvo/mL (ultimo pocillo). Se reservaron dos pocillos
en cada fila como controles positivo y negativo. La absorbancia se midié a 620 y 492
nm mediante un lector de placas (HALO MPR-96 Visible Microplate Reader,



Dynamica GmBH, UK), antes y después de incubar las placas a 37 °C durante 24 h,
con el fin de obtener la variacion en la absorbancia. La CMI| se establece como la
concentracion mas baja donde no se observa turbidez del caldo de cultivo.

2.4. Analisis estadistico

Las determinaciones analiticas se realizaron al menos por duplicado. Los
resultados fueron sometidos a analisis estadistico utilizando el software Statgraphics
Centurion (version Centurion XVIII, StatPoint Technologies, Inc.). Se realizaron
analisis de varianza (ANOVAs simple y multifactorial) para determinar la significancia
estadistica de los resultados con un nivel de confianza del 95% (valor p < 0,05)
empleando el método LSD de Fisher. Del mismo modo, se obtuvo la matriz de
correlaciones de Pearson para las variables de interés.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Propiedades fisicoquimicas

En la tabla 1 se muestran los resultados de actividad del agua (aw), humedad (%)
y la fraccion masica de solidos solubles (xss) de los polvos obtenidos. La actividad
del agua (aw) refleja la disponibilidad del agua para participar en reacciones que
causan el deterioro de los alimentos. Valores de a, entre 0,1 y 0,3 indican una mayor
estabilidad en un producto (Sablani et al., 2007). Por lo tanto, los resultados de aw
evidencian que los dos métodos de secado empleados permitieron obtener polvos
estables. En cuanto a la humedad, se observa variabilidad segun el tipo de secado
empleado, lo cual fue confirmado por el analisis ANOVA multifactorial que mostrd
diferencias significativas para el factor método de secado (p-valor < 0,05). Se
observa que, a excepcion del apio y el puerro, los polvos LIO presentaron un mayor
contenido de humedad que los polvos SAC. En el caso de los polvos de zanahoria,
el mayor contenido en agua se traduce también en valores mas elevados de la a.
En el caso de la col y el brécoli, pese a presentar valores similares de aw (p-valor >
0,05), los polvos LIO presentaron un mayor contenido en humedad que los polvos
SAC. Esto podria indicar una mayor dificultad para extraer el agua por LIO frente a
SAC debido a la estructura particular de la hortaliza tras la congelacion, o bien una
mayor higroscopicidad de las muestras LIO frente a SAC debido a las caracteristicas
fisicas del producto liofilizado. Este efecto no se observo en el apio y el puerro, donde
los polvos SAC presentaron valores de a, y humedad mas elevados a los de los
polvos LIO, coincidiendo con trabajos previos con residuos de estas mismas
hortalizas (Bas-Bellver et al., 2023b; Ordofiez-Araque & Narvaez-Aldaz, 2019).
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TABLA 1. Actividad del agua (aw), humedad (g agua/100 g) y fraccién masica de sélidos solubles (Xss
en g ss/g) de los polvos obtenidos a partir de los residuos de zanahoria (Z), col blanca (C), apio (A),
puerro (P) y brocoli (B) mediante secado por aire caliente (SAC) y liofilizacion (LIO). Media

desviacion estandar de tres réplicas.

POLVO aw Humedad (%) Xss (gss/g)

Z SAC 0,231 + 0,003° 34 +04° 0,794 +0,013"
Z Lo 0,310 + 0,003° 7,6 +0,3f 0,716 + 0,007%
C_SAC 0,265 * 0,019¢ 4,64 + 0,09°° 0,691 * 0,007¢f
C_LIO 0,263 + 0,006 6,11 + 0,04° 0,665 + 0,011
A_SAC 0,264 + 0,003 5,8 + 0,4% 0,59 + 0,07°
A_LIO 0,172 + 0,008 4,9+ 04° 0,668 + 0,007
P_SAC 0,224 + 0,009° 6,1 +0,3° 0,623 + 0,017°¢
P_LIO 0,13 £ 0,032 5,3 + 0,5 0,525 + 0,006
B_SAC 0,192 + 0,009° 4,05 + 0,13%° 0,637 + 0,007
B_LIO 0,19 + 0,04° 7,6 +1,0° 0,73 + 0,03¢

&9 diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

El contenido en sdlidos solubles (xss) €s uno de los principales indicadores de
calidad en frutas y hortalizas (Martinez et al., 2010). Su control en los ingredientes
en polvo puede proporcionar informacion sobre el estado de la materia prima. Los
valores obtenidos en este estudio se encuentran en el mismo rango que los
reportados para las hortalizas frescas (Ordofiez-Araque & Narvaez-Aldaz, 2019;
Martinez et al.,, 2010; Bender et al.,, 2015), lo que sugiere que la materia prima
presenta caracteristicas similares al producto comercializable, y que el contenido en
solidos solubles no habria sufrido cambios relevantes durante el procesado. Si bien
el analisis ANOVA multifactorial no mostro diferencias estadisticamente significativas
para el factor deshidratacion, si lo hizo para el factor tipo de hortaliza y la interaccién
entre ambos factores (p-valor < 0,05). Asi pues, para determinadas hortalizas el tipo
de deshidratacion si tuvo un efecto significativo sobre los sélidos solubles.

La evaluacién del tamaino de particula (Tabla 2) permite explorar la aplicabilidad
de los polvos en la formulacion de alimentos liquidos, como refrescos o zumos,
donde los resultados del analisis por via humeda son particularmente relevantes, y
en alimentos soélidos, donde el analisis por via seca es mas adecuado. Por otro lado,
el tamano de particula también determina las propiedades funcionales de los
productos en polvo, incluida la liberacién de compuestos bioactivos a partir de éstos
(Bas-Bellver et al., 2023a; 2023Db).

Los resultados mostraron variabilidad segun el tipo de hortaliza y el método de
secado, tanto por via humeda como por via seca, lo cual fue confirmado por el
ANOVA multifactorial. Esto sugiere que la eficacia de la molienda y las caracteristicas
del producto resultante dependen de la naturaleza y de las propiedades del material,
tales como su humedad y estructura, que determinan como responde a las fuerzas
aplicadas durante esta etapa (Karam et al., 2016). En todas las hortalizas se observa
una reduccion del tamano de particula de los polvos obtenidos mediante LIO, por
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ambas vias. Aunque un menor contenido de humedad suele mejorar la capacidad
de molienda (Karam et al., 2016; Djanou et al., 2011), en este caso no se observo
dicha tendencia, dado que los polvos LIO presentaban, en general, una mayor
humedad (Tabla 1). Estos resultados podrian deberse a la estructura porosa
caracteristica de los productos liofilizados, que incrementa la fragilidad del material,
facilitando la obtencion de un polvo mas fino. Este mismo efecto fue observado por
Fante & Norefia (2015) en ajo liofilizado frente al secado por aire caliente.

TABLA 2. Parametros caracteristicos del tamafio de particula obtenidos por via himeda y seca
(diametro de volumen equivalente (D [4,3]), diametro medio del area de superficie (D [3,2]) y los
percentiles dio, dso y deo) de los polvos obtenidos a partir de los residuos de zanahoria (Z), col blanca
(C), apio (A), puerro (P) y brécoli (B) mediante secado por aire caliente (SAC) vy liofilizacion (LIO).
Media + desviacion estandar de cinco réplicas para via seca y diez para via himeda.

VIA SECA
POLVO D [4,3] D [3,2] do dso do
Z_SAC 242 + 6% 41,7 £ 0,9° 15,0 0,3 209 + 41 543 + 23°
Z Lo 224 + 16° 58,0 + 1,2¢ 239+ 0,7¢ 170 + 4 481 + 24%
C_SAC 230 + 4° 68,7 +0,4' 30,3 +0,3' 206 + 3' 468 + 14°
c_Lio 179 £ 10° 32,6 + 0,5° 13,62 + 0,19 114 £ 22 419 + 23°
A_SAC 493 + 12" 132,8+ 1,6 65,0 1,5 410+ 8" 1.054 + 48"
A_LIO 280 + 14 62,8+ 1,6° 27,59 +0,13° 184 + 15° 652 + 391
P_SAC 253 + 14° 77,9+ 1,09 40,8 + 0,5 2117 513 + 29¢
P_LIO 165 + 42 37,51+ 0,11° 16,29 + 0,09° 129,9 + 0,9 360 + 3°
B_SAC 424 + 89 95 + 2 56,7 + 1,4 350 + 69 881 + 229
B_LIO 229 + 9 41,63 £1,12° 16,8 + 0,3° 157 + 4° 535 + 18°
VIA HOMEDA

POLVO D [4,3] D[3,2] do dso do
Z_SAC 346 + 32° 59 + 4° 229+1,7° 293 + 19° 753 + 79°
Z Lo 234 + 4° 65,5 + 0,6° 32,3+ 0,5 197 + 4° 496 + 10°
C_SAC 335 + 4¢ 88,9 + 0,9° 51,4 £0,9' 308 + 3% 658 + 11°
c_Lio 212 + 3° 56,9 + 0,7° 27,8 +0,4° 175+ 32 455 + 6°
A_SAC 637 + 39" 169 + 4 107 £ 7° 573 + 41" 1244 + 75'
A_LIO 380 + 21° 12+ 3 60 + 29 318+ 12¢ 784 + 50°
P_SAC 405 + 32' 97 + 4° 59 + 39 341 + 16' 843 + 86°
P_LIO 233 + 9° 64,59 + 1,07° 30,8 +0,7° 191 £ 7° 500 + 21°
B_SAC 603 + 179 152 + 79 110 + 4 521+ 179 1228 + 19'
B_LIO 276 + 16° 77,5+ 1,0° 446 +1,0° 220 + 5° 586 + 43°

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

En todas las hortalizas se observa un aumento del tamano de particula en la
prueba realizada por via humeda, tanto en los polvos LIO como en los SAC. Este
efecto podria atribuirse a que las particulas de polvo mas pequenas se habrian
disuelto al dispersarse en agua, mientras que las de mayor tamano contribuirian de
manera mas notable al diametro equivalente promedio, asi como a la posible
formacion de agregados en medio liquido (Bas-Bellver et al., 2023b). Las curvas de
distribucion del tamano de particula se muestran en la Figura 1 del Anexo 1. En
general, las distribuciones obtenidas por via seca resultaron mas heterogéneas
(mayor span), e incluso se observan funciones bimodales en algunos casos,
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indicando la presencia de dos grupos predominantes de tamanos de particula
promedio. Por via humeda, el span disminuye y las curvas se desplazan hacia
tamanos de particula mas grandes, debido a la solubilizacion de las particulas de
menor tamano.

3.2. Propiedades antioxidantes

El contenido en fenoles y flavonoides totales, y la actividad antioxidante medida
por los métodos DPPH y ABTS de los polvos se presentan en la Tabla 3.

TABLA 3. Propiedades antioxidantes (fenoles totales en mg EAG/gms, flavonoides totales en mg
EQ/gms y actividad antioxidante por los métodos de los radicales DPPH y ABTS en mg ET/gms) de los
polvos obtenidos a partir de los residuos de zanahoria (Z), col blanca (C), apio (A), puerro (P) y brécoli
(B) mediante secado por aire caliente (SAC) y liofilizacion (LIO). Media + desviacidon estandar de seis
réplicas.

POLVO Fenoles totales Flavonoides (mg DPPH (mg ABTS (mg
(mg EAG/gms) EQ/gms) ET/gms) ET/gms)
Z SAC 7,6 +0,4° 11,3+ 0,5° 6,2+0,7° 6,4 +0,7¢
Z_Llo 3,3+0,3° 6,7 +0,2° 2,96 +0,10° 0,49 + 0,072
C_SAC 8,8+ 0,3 10,3 + 0,8¢ 3,6 £ 0,5 8,4 +0,5°
C_LIO 5,8 +0,2¢ 17,6 £ 0,6" 3,3+0,2¢ 3,6+0,2°
A_SAC 1,30  0,08° 2,5+0,2? 0,57 £ 0,04° 1,96 + 0,12°
A_LIO 1,05 £ 0,12° 3,2+0,6° 0,68 + 0,082 0,85 +0,10%
P_SAC 12,1 £ 0,6¢° 19,88 + 1,03' 5,5+ 0,5° 729
P_LIO 4,5+0,3° 14,7 0,3 2,24 +0,17° 3,09 +0,12°
B_SAC 13,1+ 1,0 15,4 + 0,8% 7,0 £0,3f 59+ 1,3¢
B_LIO 13,6 + 1,0 16,0 + 0,8° 7,0 0,5 1,2 £ 0,3%®

a1 diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas con
un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

El analisis ANOVA multifactorial mostré que el efecto del método de secado sobre
el contenido de fenoles y flavonoides varia segun el tipo de hortaliza. En general, la
deshidratacion mediante LIO da lugar a un menor contenido en estos compuestos,
especialmente en el puerro y la zanahoria. Esto podria deberse a que la temperatura
aplicada durante la deshidratacion mediante SAC favorece determinadas
reacciones, como las reacciones de Maillard, en las que se forman compuestos con
actividad antioxidante capaces de reaccionar con el reactivo Folin-Ciocalteu (Bas-
Bellver et al.,, 2023a). Otro estudio (Lai et al.,, 2022), también observd una
disminucion del contenido fendlico en las cascaras de naranja deshidratadas
mediante liofilizacion, sugiriendo la existencia de los fenoles en dos formas: libre y
ligada, y que la forma ligada se libera mediante el tratamiento térmico experimentado
en el SAC. Las mayores temperaturas empleadas durante el SAC también limitan la
accion de enzimas pro-oxidantes. Lai et al (2022) sugirieron que la accién de la
polifenol-oxidasa podria haberse visto reducida por el secado a 70 °C. Este efecto
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también se observod para la polifenol-oxidasa del arandano (Siddiq & Dolan, 2017),
que disminuyo su actividad a partir de los 60 °C. En algunos casos, como el de la
col, el contenido en flavonoides es mayor en los polvos LIO. Una posible explicacion
es que el menor tamano de particula logrado en los polvos LIO (Tabla 2) da lugar a
una mayor area superficial, lo que favorece la extraccidn de este tipo de compuestos.
Ademas, las condiciones de la LIO, como la baja temperatura y ausencia de oxigeno,
minimizan las reacciones de degradaciéon de los compuestos originalmente
presentes en la materia prima (Karam et al., 2016).

En cuanto a las actividades antioxidantes determinadas por los métodos DPPH y
ABTS, los residuos de brocoli, puerro y col presentaron nuevamente los valores mas
altos, mientras que los del apio mostraron los mas bajos. La capacidad antioxidante
medida por el método DPPH fue comparable a la reportada para polvos similares
(Bas-Bellver et al., 2020); en cambio, en cambio, el método ABTS mostrd valores
significativamente inferiores en comparacion con dicho estudio. El tipo de secado
tuvo un impacto estadisticamente significativo, por ambos métodos (p-valor > 0,05).
En general, la deshidrataciéon mediante SAC resulté en polvos con mayor capacidad
antioxidante en comparacion con la deshidratacion mediante LIO. Esto podria
explicarse por la formacion de compuestos antioxidantes, como los productos de la
reaccion de Maillard u otras reacciones bioquimicas favorecidas por altas
temperaturas (Bas-Bellver et al., 2023a), tales como la isomerizacion a formas mas
reactivas (Honda, 2023). La liberacion de fenoles de su forma ligada a libre por el
calor y la inhibicion de la polifenol-oxidasa a altas temperaturas también podrian
explicar este efecto. Bas-Bellver et al. (2023b) también observaron una mayor
capacidad antioxidante en polvos de residuos de zanahoria, col, puerro y apio
deshidratados mediante SAC en comparacién con los LIO.

La Tabla 4 presenta la concentracion (mg/100 g ms) de los compuestos fendlicos
identificados en los polvos de los residuos de las distintas hortalizas mediante HPLC.
Dado que se identificaron una gran variedad de compuestos fendlicos, se presentan
agrupados en acidos hidroxicinamicos (HA), acidos hidroxibenzoicos (HB) vy
flavonoides (FL), asi como el total de compuestos fendlicos para cada hortaliza.

El contenido total de HA, FL y HB present6 variabilidad segun el tipo de hortaliza
y el método de secado, como confirmé el analisis ANOVA multifactorial, que mostré
diferencias significativas para ambos factores. Entre los HA, se identificaron los
acidos cafeico, p-cumarico, sinapico y ferulico en todas las hortalizas, mientras que
el 4-O-cafeoilquinico estuvo presente en todas excepto en el puerro, y el acido trans-
cinamico sélo en apio y brocoli. EI puerro destaco por su alto contenido en acido
sindapico y ferulico. Biernacka et al. (2021) también encontraron estos dos acidos
como predominantes en el puerro fresco y deshidratado, con valores superiores a
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los obtenidos en este estudio. Los polvos de col LIO también mostraron un alto
contenido en este grupo debido al 4-O-cafeoilquinico. Este acido también fue
identificado por Li et al. (2018) en polvo liofilizado de col, pero en una concentracion
considerablemente inferior (25 pg/g ms).

TABLA 4. Compuestos fendlicos especificos individuales identificados y cuantificados por HPLC
(mg/100gms), agrupados en acidos hidroxicinamicos (HA), acidos hidroxibenzoicos (HB) y flavonoides
(FL) y el total de los compuestos fendlicos especificos para cada hortaliza. Polvos de los residuos de
zanahoria (Z), col blanca (C), apio (A), puerro (P) y brdcoli (B) obtenidos mediante secado por aire
caliente (SAC) y liofilizacion (LIO). Media £ desviacion estandar de tres réplicas.

ACIDOS HIDROXICINAMICOS (HA)

POLVO 4-0- Acido cafeico Acido p-cumarico  Acido sinapico  Acido fertilico Acido trans- TOTAL HA
cafeoilquinico cinamico
Z SAC 0,967 + 0,013° 0,49 + 0,08° 0,58 + 0,18 0,8 + 0,2 1,60 £ 0,16° 4,6 +0,3®
Z LIOo 2,01 £ 0,02° 5,7 +0,9° 0,397 + 0,008° 0,93 £ 0,18%® 1,01 £ 0,032 - 10,1 £ 0,7¢
C_SAC - 0,72 + 0,05° 1,41 + 0,08¢ 1,0 £ 0,2% 1,06 £ 0,13° - 4,20 + 0,03
C_LIO 12,64 + 0,10° 1,41 £ 0,15 0,62 + 0,05° 0,77 + 0,06® 0,925 +0,012° - 16,27 £ 0,08°
A_SAC 0,716 £ 0,010° 0,437 + 0,013° 0,557 + 0,005*° 0,72 + 0,05® 0,787 + 0,014* 0,37 + 0,03° 3,61 + 0,04°
A_LIO 1,60 + 0,04¢ 0,95 + 0,10% 0,424 + 0,013 0,59 = 0,042 0,90 £ 0,08° - 4,46 £ 0,10
P_SAC - 0,68 + 0,142 3,3+0,2 8,49 + 0,09° 7,1+0,5° - 19,6 + 0,6
P_LIO - 1,4 £ 0,2° 1,63 + 0,10° 6,998 + 1,114¢ 6,2 £ 0,3° - 16,2 + 0,6°
B_SAC 0,47 £ 0,03° 1,60 + 1,10° 0,531 + 0,006%° 1,959 + 0,004° 0,6952 + 0,010° 0,342 + 0,015° 5,55 + 0,05
B_LIO 0,42 + 0,04° 2,49 + 0,13¢ 0,58 + 0,05 1,4 + 0,2°° 1,63 + 0,04° - 6,6 + 0,4°
FLAVONOIDES (FL)
POLVO Epicatequina Rutina Isoquercitrina Quercitrina Apigenina 7- Naringenina TOTAL FL
glucésido
Z SAC 97,4 £ 1,5¢ 1,27 £ 0,18%® 0,99 + 0,08« 0,98 + 0,04 4,01 + 0,02° - 104, 9+ 1,4"
Z_LIo 91 +2° 1,68 + 0,05° 0,601 + 0,0132 0,40 £+ 0,072 1,404 + 0,002%° - 93,9 + 1,5¢
C_SAC - 4,9 + 0,3 0,914 + 0,012° - - - 5,8 +0,3
C_LIO - 6,4 £0,3" 0,96 + 0,06* - - 0,40 * 0,06° 7,8 +0,4°
A_SAC 22,4 + 0,3 0,67 £ 0,122 0,66 + 0,05° 0,492 + 0,001 1,662 + 0,006%° - 25,9+ 0,3°
A_LIO 25,5 +0,5° 0,64 +0,18° 0,72 £ 0,05% 0,610 + 0,005 0,74 + 0,022 - 28,2 £ 0,3¢
P_SAC - 4,4 +0,5% 0,9 £ 0,2 - 9,2 +1,4° - 14,42 + 1,08°
P_LIO - 5,6 + 1,07 - - 10,5 + 0,9° - 16,08 + 0,18°
B_SAC 34 +3° 3,7 £ 0,6% 0,95 + 0,17¢ 0,77 £ 0,19°¢ 1,36 £ 0,07% 2,25 + 0,05° 41,41 £ 0,09°
B_LIO 25,6 + 1,0° 3,4 £ 0,4° 1,13 £ 0,11¢ 0,70 + 0,05° 2,19 + 0,05° 1,488 + 0,011° 34,8 + 1,8°
ACIDOS HIDROXIBENZOICOS (HB) TOTAL
POLVO Acido galico Acido 4- Vanilina TOTAL HB Compuestos
hidroxibenzoico fendlicos
especificos
Z SAC 2,82 +0,18¢ 1,410 £ 0,009¢ 6,1 +0,7¢ 9,87 £ 0,13° 119,3 £ 1,69
Z LIOo - 1,423 + 0,015¢ 11,5 + 0,4° 12,69 £ 0,15° 117 £29
C_SAC - 1,13+ 0,17°¢ 2,91+ 0,14° 4,04 + 0,03 14,0 £ 0,3*
C_LIO 0,53 + 0,05° 2,65 + 0,06 2,5+0,2° 5,51 + 0,04 29,6 + 0,4°
A_SAC 1,27 £ 0,12° 0,76 + 0,02° 0,924 + 0,013° 3,02 + 0,042 32,5+ 0,2
A LIO 0,488 + 0,005° 0,367 + 0,002° 0,886 + 0,007° 1,741 £ 0,002* 34,4 £ 0,4°
P_SAC - 2,27 +0,17° 5,0 £ 0,8° 7,3+1,0° 41,3+ 1,4°
P_LIO - 1,5+0,2¢ 5,94 + 1,18« 7,5+1,0° 40+ 3¢
B_SAC 8,74 £ 0,13° - 1,799 + 0,001 10,54 + 0,13¢ 57,5+ 0,3
B _LIO 1,79 + 0,15° - 1,36 + 0,08° 3,1+0,2° 44,48 + 1,18°

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

En cuanto a los FL, se identificaron rutina e isoquercetina en todas las hortalizas,
apigenina 7-glucosido en todas excepto en la col, epicatequina y quercitrina en todas
excepto en col y brocoli, y la naringenina solo en col y brécoli. Los polvos de
zanahoria destacaron por su alto contenido en FL totales, especialmente por la
presencia de epicatequina, que también predomind en el apio y el brécoli. Las
catequinas han sido ampliamente estudiadas por sus beneficios para la salud,
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incluyendo la reduccion del peso corporal, la disminucion del colesterol, la inhibicion
de la oxidacion de LDL, la reduccion de la presion arterial y efectos antitromboticos
(Hernandez et al., 2004). El té verde, una de las principales fuentes de catequinas,
aporta 8,66 mg de epicatequina por cada 100 g de infusion. Los polvos de zanahoria,
apio y puerro presentaron valores incluso superiores, resultando en una buena
alternativa para la ingesta de este compuesto. Finalmente, entre los HB se identificd
vanilina en todas las hortalizas, acido 4-hidroxibenzoico en todas excepto en brdcoli,
y acido galico en todas excepto en puerro. Los polvos de brécoli y zanahoria
mostraron los valores mas altos en este grupo, con el acido galico como principal
compuesto en brocoli y la vanillina en zanahoria, alcanzando concentraciones
similares a las reportadas por Augspole et al. (2017).

En cuanto al efecto del tipo de secado, en general, los polvos LIO presentaron
una mayor concentracion de compuestos fendélicos especificos que los SAC, lo cual
podria explicarse por las condiciones de baja temperatura y ausencia de oxigeno,
que reducen la degradaciéon de los compuestos bioactivos. Ademas, el menor
tamano de particula logrado en los polvos LIO (Tabla 2), asi como la porosidad
caracteristica que se logra con esta técnica, podrian haber mejorado la extraccion
de estos compuestos. Sin embargo, hay algunas excepciones, como el acido p-
cumarico y sinapico que, en general, mostraron mayores concentraciones en los
polvos SAC. Biernacka et al. (2021) observaron el mismo efecto para estos
compuestos en polvos de puerro deshidratados con los mismos métodos. El
contenido de epicatequina y acido galico también fue una excepcién, resultando
mayor en los polvos de zanahoria, apio y brocoli deshidratados mediante SAC.
Ademas, algunos compuestos como el acido trans-cinamico, la isoquercetina y el
acido galico se identificaron en los polvos SAC de ciertas hortalizas (apio, brocoli,
puerro y zanahoria, respectivamente), pero no en los polvos LIO. Estos resultados
podrian explicarse por la reduccion de la actividad de la polifenol-oxidasa debido al
calor, y por la liberaciéon de compuestos en su forma libre durante el procesamiento
térmico si estaban inicialmente en forma ligada en la hortaliza fresca.

El contenido total de compuestos fendlicos especificos mostrd diferencias
estadisticamente significativas segun el tipo de hortaliza. Los polvos de zanahoria
presentaron el contenido fendlico total mas alto, seguidos por los de brocoli, mientras
que los de col mostraron los niveles mas bajos. Estos resultados no coinciden con
el andlisis de fenoles totales por Folin-Ciocalteau (Tabla 3), ya que en ese caso los
mayores contenidos los presentaban los residuos de brécoli, puerro y col. Esta
diferencia podria deberse a que el método espectrofotométrico es una estimacion
indirecta del contenido total de compuestos fendlicos, ya que evalua la capacidad
reductora general de una muestra y puede verse afectado por interferencias de
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agentes reductores no fendlicos, como el acido ascérbico, acido citrico, azucares
simples y aminoacidos (Li et al., 2018). Wojdyto et al. (2007) también observaron
diferencias entre las determinaciones de compuestos fendlicos mediante HPLC vy
Folin-Ciocalteu en 32 hierbas. Estos resultados ponen de manifiesto que la
determinacion de los compuestos fendlicos mediante HPLC da una informacion mas
detallada y precisa de la composicion de la muestra. Del mismo modo, la actividad
antioxidante medida por los métodos ABTS y DPPH tampoco parecen estar
correlacionadas con el contenido total de compuestos fendlicos especificos. Por
ejemplo, la zanahoria tiene la mayor concentracion de compuestos fendlicos segun
HPLC, pero no la mayor actividad antioxidante; mientras que la col presenta la menor
concentracion de fendlicos, pero no la menor actividad antioxidante. Esto podria
deberse a que la actividad antioxidante depende de la estructura del compuesto; por
ejemplo, la quercetina tiene una mayor actividad antioxidante que otros flavonoides
(Wojdyto et al., 2007). Ademas, la presencia de otros compuestos no fendlicos con
propiedades antioxidantes también puede influir en la capacidad antioxidante global.
El analisis de correlaciones (Pearson) demostré que no existe una correlacion
estadisticamente significativa entre la variable compuestos fendlicos especificos
totales y la variable fenoles totales (p-valor>0,05) o la actividad antioxidante, que
mientras que si se obtuvieron correlaciones positivas significativas (p-valor<0,05)
entre fenoles totales y flavonoides totales (R? = 0.74), y entre éstos y la actividad
antioxidante medida por los métodos DPPH y ABTS, siendo mas fuerte la correlacion
con el DPPH (R? = 0.74 y 0.61) que con el ABTS (R? = 0.43 y 0.46), para fenoles y
flavonoides, respectivamente.

3.3. Propiedades antimicrobianas.

En la Tabla 5 se presentan los valores obtenidos para los diametros de los halos
de inhibicion. Un valor de 6 mm, que corresponde al diametro del disco de papel, se
consideré como ausencia de inhibicion. Los valores de los halos de inhibicion, en
general, resultaron mayores para L. innocua y S. aureus, lo que sugiere que los
extractos de los polvos de hortalizas mostraron una mayor efectividad hacia
bacterias Gram positivas. Esto podria explicarse por la presencia de la membrana
externa adicional en las bacterias Gram negativas, que las protege y aumenta su
resistencia frente a los conservantes (Ferreira & Santos, 2022). Otros estudios sobre
la capacidad antimicrobiana de subproductos agroindustriales han mostrado
resultados similares. Por ejemplo, extractos de cascaras de ajo a una concentracion
de 30 mg/mL presentaron halos de inhibicién de hasta 16 mm para S. aureus y 11
mm para L. monocytogenes (dos Santos et al., 2022). Asimismo, Ferreira & Santos
(2022) encontraron halos de inhibicion de 5 mm para E. coli, y 13 mm para S.
epidermidis y S. aureus en extractos de cascara de aguacate.
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TABLA 5. Halos de inhibicién (mm), incluyendo el diametro del disco (6 mm), obtenidos para las
distintas bacterias con los extractos de los polvos de residuos de zanahoria (Z), col blanca (C), apio
(A), puerro (P) y brécoli (B) obtenidos mediante secado por aire caliente (SAC) vy liofilizacion (LIO).
Media + desviacion estandar de dos réplicas.

POLVO L. innocua S. aureus Salmonella entérica E. coli

Z_SAC 14,50 + 0,10%° 6 + 02 7 £ 0% 8,83 + 0,125
Z_LIO 13,00 + 0,14% 17,33 £ 0,10° 6,17 + 0,042 6+ 0°

C_SAC 14,0 £ 0,22 7,00 £ 0,13% 7,17 +0,08% 10,17 £ 0,17¢
C_LIO 17,3 £ 0,2° 6,50 + 0,05% 12,00 + 0,10¢ 8,00 + 0,142
A_SAC 15,50 + 0,14% 19,33 £0,12¢ 6,17 + 0,042 10,50 + 0,054
A_LIO 16,7 + 0,32° 14,83 + 0,04¢ 6,17 + 0,042 10,17 + 0,16¢
P_SAC 10,67 £ 0,057 13,00 + 0,09¢ 6,67 + 0,082 9,33 + 0,104
P_LIO 16,0 + 0,2% 14,67 + 0,144 8,00 + 0,06° 9,17 +0,15%
B_SAC 16,5 £ 0,42 10,50 + 0,16° 9,83 £ 0,10° 6,83 + 0,08
B_LIO 17,7 £ 0,5° 8,83 + 0,15 10,33 + 0,08° 6+ 0°

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

En el caso de L. innocua, los polvos LIO de col y brocoli presentaron halos de
mayor tamano, aunque no se obtuvieron diferencias significativas (p-valor > 0,05)
para el tipo de hortaliza. Estos resultados se consideran relevantes, ya que el
patdgeno L. monocytogenes tiene un gran impacto en la industria alimentaria. Para
S. aureus, los residuos de zanahoria, apio y puerro presentaron los halos de
inhibicidn mas elevados, especialmente los de zanahoria LIO y apio SAC. Una
posible explicacion seria que los residuos de zanahoria y apio presentaron un
elevado contenido en compuestos flavonoides por HPLC (Tabla 4), especialmente
epicatequina. Los flavonoides, especialmente las catequinas y las proantocianidinas,
han demostrado efecto antimicrobiano contra S. aureus (Panda & Duarte-Sierra,
2022). Los residuos de puerro presentaron un mayor contenido en los acidos
sinapico y ferulico, acidos hidroxicinamicos que también han demostrado su eficacia
contra esta bacteria (Panda & Duarte-Sierra, 2022). En cuanto a las bacterias Gram
negativas, se observa una inhibicion débil, aunque los polvos de col LIO si que
presentaron cierta inhibicion para Salmonella entérica. Una posible explicacion
podria ser que los polvos de col LIO también presentaron un alto contenido en acidos
hidroxicinamicos (Tabla 4). Para E. coli, los mayores halos de inhibicion se
observaron en los polvos de apio y en los de col SAC. En el caso del apio, esta
inhibicion podria deberse a las furanocumarinas, las cuales han demostrado eficacia
contra esta bacteria. En definitiva, los polvos de col y apio presentaron mejores
propiedades antimicrobianas para el conjunto de bacterias estudiadas.

En cuanto al efecto del tipo de secado, el analisis ANOVA multifactorial no revelo
diferencias significativas para L. innocua. Sin embargo, en general, se observaron
halos de inhibicion mas grandes en los polvos LIO. Para S. aureus, Salmonella
enterica y E. coli, se encontraron diferencias significativas (p-valor > 0,05), pero no
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se identific6 una tendencia clara: en algunos casos, los polvos SAC mostraron
valores mayores, mientras que, en otros, los polvos LIO.

Por otro lado, los resultados de concentracion minima inhibitoria (CMI) no fueron
los esperados ya que no se observé inhibicion del crecimiento en ninguno de los
pocillos, para ninguna de las bacterias ensayadas. Para todas las concentraciones
de extracto estudiadas se registré un aumento en la absorbancia entre las 0 h hasta
las 24 h, aunque, en general, si que se observdé un mayor incremento de la
absorbancia cuanto menor era la concentracion del extracto. En la Tabla 6 se
muestran los incrementos de absorbancia para el primer pocillo, que contenia la
concentracion mas alta (50 mg de polvo/mL), junto con los incrementos observados
en el control positivo (sin antimicrobiano) y el control negativo (sin indculo). Se
presentan los resultados correspondientes a la lectura de absorbancia a 620 nm, ya
que no mostraron grandes diferencias respecto a las lecturas a 492 nm.

TABLA 6. Incrementos de las absorbancias (620 nm) a tiempo 0 h y 24 h obtenidos para las distintas
bacterias con los extractos de los polvos de residuos de zanahoria (Z), col blanca (C), apio (A), puerro
(P) y brécoli (B) obtenidos mediante secado por aire caliente (SAC) y liofilizacion (LIO).

L. innocua S. aureus Salmonella entérica E. coli
AA (%) AA (%) AA (%) AA (%)
Aol Pocillo Pocillo Pocillo Pocillo
1 C+ C- 1 C+ C- 1 C+ C- 1 C+ C-
A_LIO 700 197 -7 402 449 30 216 273 -4 325 160 -2
A_SAC 428 218 1 226 425 -60 641 259 -74 365 265 22
B_LIO 976 583 -6 976 432 14 1234 225 -28 341 150 7
B_SAC 505 281 4 190 515 9 142 307 5 208 170 -44
C_Lio 289 159 299 256 444 264 257 295 -1 359 363 -1
C_SAC 258 224 -1 42 516 256 94 279 2 179 473 -53
P_LIO 205 253 13 202 428 8 195 290 0 368 181 -6
P_SAC 318 332 14 94 480 10 161 289 9 368 228 -1
Z LIo 454 414 21 229 407 1 122 199 -3 353 209 5
Z SAC 257 396 -65 99 496 58 72 297 9 222 192 5

En todos los casos y para todas las concentraciones evaluadas, se observo un
aumento significativo en la absorbancia, incluso a veces mayor que en el control
positivo. Sin embargo, para S. aureus y Salmonella enterica, el incremento de
absorbancia fue generalmente menor en los pocillos con la concentracion mas alta
de extracto en comparacién con el control positivo. Este efecto también se observé
en los extractos de col para E. coli y en los de puerro y zanahoria para L. innocua.
Estos resultados podrian indicar que si que hubo cierta inhibicion, aunque en ningun
caso fue lo suficientemente grande como para poder determinar la CMI. Un posible
factor limitante para el empleo de esta técnica podria ser la naturaleza coloreada de
los extractos, lo que interfirié en las mediciones. Se necesitan futuros estudios con
métodos que no se vean afectados por el color del antimicrobiano para determinar
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la CMI. Algunas alternativas podrian ser la dilucion en agar o una combinacion del
método de macrodilucion con un recuento en placa.

4. CONCLUSIONES

Los desechos vegetales se transformaron con éxito en polvo estables, con baja
aw Yy humedad. Este trabajo ha demostrado que el método de deshidratacion
empleado condiciona las propiedades fisicoquimicas, antioxidantes vy
antimicrobianas de los polvos de residuos de hortalizas. El secado por aire caliente
resultdé en mayores niveles de fenoles y flavonoides totales, asi como una mejor
actividad antioxidante medida por ABTS y DPPH, probablemente debido a la
generacion de nuevos compuestos antioxidantes por la temperatura. La liofilizacion
produjo polvos con mayor contenido de compuestos fendlicos especificos,
posiblemente debido a las condiciones del proceso y al menor tamano de particula
que facilita la extraccion de estos compuestos.

Se identificaron diversos compuestos fendlicos especificos en los polvos, como
acidos hidroxicinamicos, flavonoides y acidos hidroxibenzoicos, evidenciandose
diferencias entre las mediciones espectrofotométricas y las cromatograficas. Aunque
los resultados sugieren que los productos presentan cierta actividad antimicrobiana,
especialmente contra bacterias Gram positivas, no se pudo determinar la
concentracién minima inhibitoria (CMI).

En general, se concluye que los residuos de hortalizas generados en las primeras
etapas del procesado en fresco pueden ser convertidos exitosamente en polvos con
propiedades valiosas para su uso como ingredientes funcionales en alimentos. La
reincorporacion de estos ingredientes en la cadena alimentaria contribuiria
significativamente al desarrollo de sistemas alimentarios mas sostenibles y avanzaria
hacia dietas mas saludables.
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ANEXO 1: Distribucion tamano de particula
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FIGURA 1. Distribucion del tamafio de particulas por via seca (A) y via humeda (B) de polvos de
residuos de zanahoria (Z), col blanca (C), apio (A), puerro (P) y brécoli (B) obtenidos mediante secado
por aire caliente (SAC) y liofilizacion (LIO). Las barras de error representan la desviacion estandar
de cinco réplicas para via seca y diez para via hUmeda.
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ANEXO 2: ODS

TABLA 1. Grado de relacion del trabajo con los objetivos de desarrollo sostenible de

la agenda 2030

Objetivos de Desarrollo Sostenible

Alto

Medio

Bajo

No Procede

ODS 1. Fin de la pobreza.

X

ODS 2. Hambre cero.

X

ODS 3. Salud y bienestar.

X

ODS 4. Educacion de calidad.

ODS 5. Igualdad de género.

ODS 6. Agua limpia y saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no contaminante.

ODS 8. Traba’]o .decente y crecimiento
econdémico.

XXX |X]|X

Industria, innovacion e

ODS 9. infraestructuras.

ODS 10.Reduccién de las desigualdades.

oDs 11, Ciudades y comunidades
sostenibles.

ODS 12.Produccion y consumo responsables.

ODS 13.Accién por el clima.

ODS 14.Vida submarina.

>

ODS 15.Vida de ecosistemas terrestres.

ODS 16.Paz, justicia e instituciones sdlidas.

ODS 17.Alianzas para lograr objetivos.
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