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RESUMEN

En la actualidad existe una preocupacion general en los consumidores por
adquirir productos alimenticios cada vez mas saludables, que ademé&s de proporcionar
los nutrientes necesarios, aporten compuestos beneficiosos con propiedades funcionales,
tales como la actividad antioxidante. Debido a esto, se ha producido un aumento en el
consumo de vegetales de la familia Brassicaceae, especialmente del género brassica.
Estas horticolas proseen gran cantidad de compuestos funcionales o bioactivos, tales
como vitamina C, carotenoides, clorofilas, compuestos fenolicos y glucosinolatos, los
cuales poseen gran capacidad antioxidante. Al ser la mayoria de estos compuestos
metabolitos secundarios de las plantas, la variacion en su contenido es debida a muchos

factores, entre los que destacan la variedad o genotipo.

En esta Tesis se ha llevado a cabo la caracterizacion, en base al contenido en
compuestos funcionales, de dos tipos de brassicas (brécoli y col de Milan). De los
cultivares de brocoli estudiados, ‘Parthenon’ y ‘Monaco’, fue ‘Pathenon’ el que
presento, de forma general, mejores propiedades funcionales. Y respecto a los cultivares
de col de Milan estudiados, ‘Dama’ y ‘Leticia’, fue ‘Dama’ el que-presento, en general,

mayores contenidos en compuestos bioactivos.

Al comparar el brocoli ‘Parthenon’ con la col de Milan ‘Dama’ se observd que
el brdcoli presentd un mayor contenido en compuestos funcionales y, por tanto, mayor
actividad antioxidante. Como consecuencia de ello, la capacidad funcional del brécoli

es mayor gue la de la col de Milan.

Los compuestos funcionales o bioactivos se absorben y utilizan de manera
distinta al ser digeridos, por lo que ademéas de determinar el contenido de estos
compuestos en los alimentos, es necesario conocer su biodisponibilidad y bioactividad,
lo que ayudara a conocer las propiedades saludables de los alimentos para optimizar la
alimentacion y poder establecer recomendaciones nutricionales. Ademas hay que tener
en cuenta que la biodisponiblidad y bioactividad variardn dependiendo del tipo de

matriz alimenticia con la que se ingieran, entre otros muchos factores.

Por lo tanto, en este trabajo de investigacion se ha estudiado la biodisponibilidad

y bioactividad de los compuestos funcionales determinados en los dos tipos de brassicas
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(brécoli y col de Milan) una vez sometidas a un modelo de digestion in vitro. Los
porcentajes de biodisponibilidad de dichos biocompuestos estuvieron entre el 1,5 y el
47% para brocoli ‘Parthenon’, y entre el 2,4 y el 43% en col de Milan ‘Dama’. Y con
respecto al porcentaje de bioactividad, para el brocoli ‘Parthenon’ se encontrd un 93%
frente al 31% de bioactividad in vitro que presentaron los compuestos funcionales en el

cultivar de col de Milan ‘Dama’.
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ABSTRACT

Currently there is a general concern among consumers to purchase goods
increasingly healthy, that not only provide the necessary nutrients, but also beneficial
compounds with functional properties, such as antioxidant activity. Because of this,
there has been an increased consumption of vegetables of the Brassicacea family,
especially Brassicas. These vegetables have lots of bioactive compounds, such as
vitaminC, carotenoids, chlorophylls, phenolic compounds and glucosinolates, which
have high antioxidant properties. Most of these compounds are secondary metabolites of
plants, so that the variation in content is due to many factors, among which the genotype

or variety are important.

Thus, in this Dissertation, two types of brassicas (broccoli and Savoy cabbage)
were evaluated in terms of functional parameters. Among the studied broccoli plants
(‘Parthenon’ and ‘Monaco’), ‘Parthenon’ was the one showing better functional
parameters. Regarding the assessed cabbage cultivars (‘Dama’ and ‘Leticia’), in general

terms, ‘Dama’ exhibited higher contents of bioactive compounds.

When comparing ‘Parthenon’ broccoli with ‘Dama’ Savoy cabbage it was found
that broccoli had a higher content of functional compounds and therefore higher
antioxidant activity. As a result, the functional capacity of broccoli is greater than Savoy

cabbage.

But functional compounds or biocompouds are absorbed and used in different
ways when they are digested, so besides knowing the content of these compounds in
foods is necessary to know their bioavailability and bioactivity, which will help meet
the health properties of food to optimize the diet and to establish nutritional
recommendations. Considering also, that bioavailability and bioactivity will vary

depending on type of food matrix with which ingested, among many other factors.

Therefore, in this research work it has been studied bioavailability and
bioactivity of characterized functional compounds in the two types of brassicas
(broccoli and Savoy cabbage) once digested by a model of in vitro digestion. Obtaining
that, the percentages of bioavailability of these biocompouds were between 1.5 and 47%
for ‘Parthenon’ broccoli, and between 2.4 and 43% in ‘Dama’ Savoy cabbage. And with
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respect to the bioactivity percentage, it was found 93% for broccoli cultivar, compared
to the lower bioactivity in vitro that showed the functional compounds of Savoy

cabbage cultivar (31%).
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1. INTRODUCCION
1.1. Brassicas
1.1.1. Origen y dispersién

El término brassica se emplea para denominar a un grupo de plantas
pertenecientes a la familia Brasicaceas (Brassicaceae), también llamada Cruciferas
(Cruciferae) debido al aspecto de cruz de su flor. Esta familia se caracteriza por su gran
complejidad botanica (Nuez et al., 1999), e incluye diversas especies de gran interés
agricola, destacando la especie Brassica oleracea, de la que existen numerosos

cultivares botanicos.

La familia de las Cruciferas es nativa de Europa y Asia Occidental, teniendo un
ancestro comdn en una planta silvestre del Mediterraneo o del Asia menor que fue
llevada a las costas de Inglaterra, Dinamarca, Holanda, Francia, Espafa y Grecia. Las
plantas originarias todavia crecen de forma silvestre a lo largo de la costa del
Mediterraneo, en la costa de Gran Bretafia y del sudoeste de Europa. Estas especies por

seleccion natural o mutacion han dado origen a las especies que se cultivan actualmente.

El cultivo de esta familia se remonta a 2.500 afios a. C., siendo el repollo, la col
crespa y la col rabano las primeras variedades en ser domesticadas. El repollo, coliflor y
brécoli eran ya conocidos por los griegos, los romanos y los antiguos germanos, siendo
los sajones y los celtas los primeros en cultivarlos en el norte de Europa. Antes de ser
utilizadas como alimento tuvieron un propésito medicinal, utilizdndose contra la

sordera, la diarrea y el dolor de cabeza, entre otros.

Su diseminacion por el mundo se le atribuye a comerciantes y navegantes del
Mediterraneo, asi como a los intercambios culturales que se dieron durante la expansion
y consolidacién de la culturas del Mediterraneo (griega, romana y musulmana, entre
otras) (Figura 1.1).




INTRODUCCION

Figura 1.1. Distribucion mundial de las Cruciferas (Jaramillo y Diaz, 2005).

Pero no fue hasta mucho mas tarde cuando se popularizaron las cruciferas. La
coliflor, se hizo més conocida a partir del siglo XVI1Il, las coles de Bruselas a partir del
siglo X1X'y el brocoli se popularizo en diversos paises a finales del siglo pasado.

1.1.2. Caracteristicas y clasificacion botanica
Las especies cultivadas de la familia Crucifera se caracterizan por:

- Sistema radicular pivotante o ramificado, con raices gruesas que sirve como

6rgano de almacenamiento.
- Tallo cilindrico, herbaceo, erecto y ramificado.
- Dicotiled6neas herbaceas.
- Inflorescencias dispuestas en racimos.

- Flores hermafroditas, actinomorfas, caliz monosépalo con cuatro sépalos libres,

alternando con los pétalos.

- La polinizacién es cruzada, realizada principalmente por abejas y diferentes
insectos polinizadores.

- Ciclos de vida cortos, entre tres y diez meses.

- El ciclo comercial esta dividido en dos fases: la vegetativa y la reproductiva.

La fase vegetativa se caracteriza por el incremento en el nimero de hojas y el
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engrosamiento del tallo, mientras que la fase reproductiva se caracteriza por el
crecimiento y desarrollo de la cabeza, desde la formacién de la inflorescencia hasta la

cosecha misma.

La familia Crucifera estd compuesta por 375 géneros y mas de 3.000 especies,

siendo el género brassica el mayoritario.

El género brassica es destacable por incluir muchas e importantes especies
cultivadas en horticultura, existiendo mas de 30 especies silvestres e hibridos, y
numerosos cultivares adicionales e hibridos de origen cultivado. Muchas son anuales o

bienales, y algunas incluso son pequefios arbustos.

Las formas cultivadas se consideran bianuales, produciendo durante el primer

ciclo la parte comestibles y posteriormente los 6rganos florales.
Las especies cultivadas se clasifican botanicamente como:
Género: Brassica
Especie: Brassica oleracea L.
Variedad:
«acephala (Col verde y berza)
«alboglabra (Brocoli chino)
«botrytis (Coliflor y romanesco)
«capitata (Repollo blanco col blanca)
caulorapa (Colinabo)
«gemmifera (Col de Bruselas)
sgongylodes (Colirrabano)
sitalica (Brocoli)

*pekinensis (Col China)
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erubra (Repollo morado o col lombarda)
sabauda (Col de Milén o de Saboya)

Ademas de las especies cultivadas, que se producen mundialmente, muchas de
las especies silvestres son malezas, especialmente en Norteamérica, Sudamérica y

Australia.

Dentro de las brassicas, podemos encontrar una amplia gama de vegetales en los
que diversas partes son comestibles, incluyendo la raiz (colinabo, rdbano, nabo), tallos
(colirrabano), hojas (repollo, col de Bruselas), flores (coliflor, brocoli), y semillas
(mostaza, colza) (Figura 1.2). Algunas formas con follaje blanco o parpura o cabezas

florales, crecen como ornamento.

Figura 1.2. Tipos de Brassicas.

Estos cultivos resultan muy interesantes para la region extremefia por rotar con
los cultivos de verano, aumentando el nivel de utilizacion de la tierra, y por emplear una
gran cantidad de mano de obra en épocas de poca actividad en las zonas de regadio
(Lozano et al., 2007). Ademas de su interés agrondmico, estas hortalizas tienen un gran
interés desde un punto de vista nutricional por la presencia de vitamina C, fenoles y
glucosinolatos, que las hacen recomendables debido a los numerosos efectos

beneficiosos para la salud de estos compuestos (Vallejo et al., 2002).
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1.1.3. Brocoli

El nombre cientifico del brécoli es Brassica oleraceae L. var. italica Plenck. Es
originaria de las costas del Mediterrdneo y Asia Occidental, su cultivo se extiende por
Europa (Inglaterra, Dinamarca, Holanda, Francia, Espafia y Grecia) a partir del siglo
XVI (Maroto, 1989).

Hay referencias escritas de la época de los griegos, que se refieren a coliflor y
brécoli como “Coles de Chipre”, y posteriormente en diversas obras botanicas hispano-
arabes como “Col de Siria”, pero su nombre actual proviene del término Italiano

“broco” que quiere decir brote, en alusion a la parte comestible y preciada de la planta.

También conocida como bréculi o brécol, es una planta bianual cultivada como

anual, que presenta:
- Raices ramificadas y profundas.

- Tallo Unico herbaceo y cilindrico, de 3 a 6 cm diametro y de 20 a 50 cm de alto, sobre
el cual se disponen las hojas en forma helicoidal y rematada por la pella o cabeza

principal.

- Hojas de color verde-azulado oscuro, rizadas, festoneadas, que llegan a presentar
hendiduras en su base, dentadas, de ldmina foliar amplia, cerosas, insertas en forma
alterna y a distancias cortas, formando entrenudos cortos, lo que permite forma de
roseta.

- La pella o cabeza es una masa de botones florales de los cuales la mayor parte puede
desarrollarse totalmente (Nuez et al., 1999). Puede alcanzar un diametro de 20 a 35 cm,
dependiendo del cultivar y llegar a pesar aproximadamente 2 kg. Esta cabeza es de color
verde y menos compacta que en la coliflor, y en las axilas de las hojas pueden aparecer

también brotes florales laterales de menor tamafio.

- Las flores son caracteristicas de las Brassicaceas (compuestas de cuatro sépalos y
cuatro pétalos, formando una abertura terminal en forma de cruz), de color amarillo,

inflorescencias racimosas y de polinizacion alégama.
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- Fruto es una silicua (pequefia vaina) de color verde oscuro cenizo, que mide en

promedio de 3 a4 cm y que contiene de tres a ocho semillas por silicua.
- Semillas pequefias (2 a 3 mm de didmetro) y redondeadas.

Los cultivares de brocoli se clasifican segun el ciclo de formacion de la pella,
quedando divididas en: precoces o tempranas cuando se recolectan con menos de 90
dias tras la siembra; intermedias si se cosechan entre 90 y 110 dias después de
plantarlas; y tardias cuando necesitan mas de 110 dias para alcanzar un adecuado

desarrollo.

Crecen favorablemente en climas frios y frescos, tolerando temperaturas de hasta
-2 °C, siempre y cuando no esté presente la inflorescencia en la planta, de lo contrario
sera facilmente dafiada por las bajas temperaturas, aunque la temperatura optima de
desarrollo es de 17 °C y prefiere suelos no muy ligeros, uniformes, profundos con buen

drenaje y con un pH 6ptimo de 6 a 7,5 (aunque soporta pH de 5 a 5,5).
Durante su desarrollo, el brdcoli pasa por las siguientes fases:

e Juvenil: comienza con la germinacion, y se caracteriza porque la planta produce
Unicamente hojas, y su duracion es variable segun la longitud del ciclo de cada

cultivar y las condiciones de cultivo (Figura 1.3).

Figura 1.3. Plantula de brdcoli.

e Induccidn floral: se producen una serie de cambios fisioldgicos por accién de

bajas temperaturas que promueven la capacidad de formacion del cogollo de
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yemas hipertrofiadas. Cuando finaliza la fase de induccion floral, se termina la

formacion de nuevas hojas.

Formacion de la pella: en esta fase, las hojas mas jovenes tienden a cubrir la
yema terminal, o meristemo que comienza a crecer y a formar la pella gracias a
la acumulacion de las reservas previamente elaboradas por las hojas. Estos
procesos se pueden ver favorecidos por las bajas temperaturas y algunas labores
culturales que tienen también un efecto positivo para la formacion de la pella o

cogollo (Figura 1.4).

Figura 1.4. Formacion de la pella de brocoli.

Floracion: las ramificaciones preflorales inician un crecimiento, lo que hace
perder a la pella su compacidad y firmeza, el color verde se pierde y las flores se

abren (Figura 1.5).

Figura 1.5. Apertura de las flores de brécoli.
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e Polinizacién y fructificacion: una vez abiertas las flores se produce la
polinizacién, que es cruzada y entomofila, que da lugar a los frutos en silicua,

con semillas redondeadas de color pardo (Figura 1.6).

Figura 1.6. Semillas de brocoli.

Los brdcolis deben cosecharse con el nimero de hojas exteriores necesarias para
que la pella quede lo mas cubierta posible. La recoleccion comienza cuando la longitud
del tallo alcanza 5 6 6 cm, posteriormente se van recolectando a medida que se van

produciendo los rebrotes de inflorescencias laterales.

El brocoli de buena calidad debe tener las inflorescencias cerradas y de color
verde oscuro brillante, compactas (firme a la presion de la mano) y el tallo bien cortado
y de la longitud requerida (Cantwell y Suslow, 2005)

Las producciones varian segun el cultivar, pero pueden estimarse unos

rendimientos normales entre 15.000 y 25.000 kg/ha.
1.1.4. Coles

Conocidas como coles o repollos, también dentro de este grupo hay cierta
diversidad de formas, su denominacién botanica es Brassica oleraceae L. var. capitata
L. para coles de hoja lisa (Figura 1.7A) y Brassica oleraceae L. var. sabauda L. para las
de hoja rizada, también llamadas coles de Milan o de Saboya (Figura 1.7B) (Nuez et al.,
1999). Su origen no esta definido, encontrandose formas silvestres en las zonas costeras

de toda Europa, las coles fueron domesticadas en la cuenca mediterranea, y eran
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conocidas por los egipcios y cultivadas por los griegos, considerandose plantas con
efectos medicinales (Maroto, 1989).

Figura 1.7. Col de hoja lisa (A) y de hoja rizada (B).

Como los brocolis, las coles son plantas bianuales cultivadas como anuales y

poseen:

- Raiz principal pivotante que penetra considerablemente en el suelo, de esta raiz

pivotante deriva un sistema secundario, para la obtencion de agua y nutrientes. El 80%

de las raices se encuentra entre los 5 y 30 cm de profundidad.

- Tallo herbéaceo erguido, corto, poco ramificado, que adquiere una consistencia lefiosa.
Generalmente no sobrepasa los 30 cm de altura; debido a que el crecimiento en longitud

se detiene en un estado temprano.

- Hojas alternas, simples, sin estipulas, con frecuencia lobuladas de color verde glauco o
rojizas dependiendo de la variedad, de bordes ligeramente aserrados, forma mas o

menos oval y en el caso de las coles de Milan, asperas al tacto y aspecto rizado.

- El cogollo o cabeza se origina por la hipertrofia de la yema vegetativa germinal y de la

disposicion envolvente de las hojas superiores (Figura 1.8), formandose una cabeza
compacta de hojas muy apretadas que constituye la parte comestible; en esta parte la
planta acumula reservas nutritivas durante el primer afio, pero si se dejaran las plantas

en el campo un segundo afio, las reservas se movilizarian para emitir el talamo floral.
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Figura 1.8. Disposicion envolvente de las hojas.

- Las flores se forman generalmente en racimos terminales, los cuales se desarrollan a
partir del tallo principal. Son de color amarillo, compuestas de cuatro sépalos y cuatro

pétalos, formando una abertura terminal en forma de cruz. Su polinizacion es alégama.
- Fruto es una silicua.

- Semillas pequefias, de forma globular, superficie lisa y de tonalidades café en su

completa madurez.

Se puede desarrollar en suelos de casi todo tipo de texturas, prefiriendo aquellos
gue tengan un contenido de materia organica entre medio y alto, buen drenaje, buena
retencion de humedad, profundos, con pH entre 5,5 y 6,5, rango en el que hay una
adecuada disponibilidad de nutrientes, especialmente fosforo, elemento fundamental
para obtener altas producciones. Como los brocolis, son plantas que se adaptan a una
amplia diversidad de condiciones, aunque se desarrollan mejor en ambientes himedos y

frescos, llegando a resistir temperaturas muy bajas los cultivares de invierno.

En cuanto a la fisiologia del crecimiento de coles, se distinguen tres periodos en
el ciclo: la fase de crecimiento, que es la interesante en la produccion de hortaliza; la
fase de induccion floral; y la fase de floracidn, que resultan necesarias para la obtencién
de semillas y que pueden suponer un problema cuando se producen de manera

accidental durante el cultivo de coles.
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Las coles deben cosecharse con parte de las hojas externas y como indice de
calidad se usa el color verde caracteristico del cultivar, la firmeza y compacidad de la

pella o cabeza, asi como hojas crujientes y turgentes (Cantwell y Suslow, 2005).

Los rendimientos de produccion se encuentran entre las 25 y las 50 toneladas por

hectarea, dependiendo del cultivar.

1.2. Importancia econémica

El sector hortofruticola espafiol ha seguido una evolucion creciente a lo largo de
los ultimos afios, contribuyendo de forma positiva al conjunto, ya que es el principal
sector de la rama agraria de Espafia. Sus principales caracteristicas son su importancia
econdmica y su contribucion a la produccion, con valores superiores al 30%. El valor de
la produccion del sector hortofruticola (sin incluir flores y plantas, uva de vinificacion
ni aceitunas) se sitGa en 10.000 millones de euros (media 2008-2013) (MAGRAMA,
2014a).

El sector genera un total de 230.000 UTAs (Unidad de Trabajo Agrario) directas
(24% del total del sector agrario), existiendo ademas 100.000 empleos indirectos de
labores de manipulacion y envasado de la produccién hortofruticola (MAGRAMA,
2014a).

La superficie dedicada en Espafia al cultivo de frutas y hortalizas es de
1.571.000 hectareas (media 2008-2010), de las cuales 650.000 hectareas son de frutos
de céscara, de las restantes 921.000 hectareas el 38% corresponde a hortalizas, el 34% a
citricos y el 28% a frutales no citricos. En cuanto a la produccion, Espafia se encuentra
en torno a las 24,2 millones de toneladas (media 2008-2012) de las que el 54%
corresponde a hortalizas, el 24% a citricos, el 11% a frutales no citricos, el 9% a patata
y el 2% a frutos de cascara (MAGRAMA, 2014a).

Espafa es el primer exportador de frutas y hortalizas de la Union Europea y uno
de los tres primeros exportadores mundiales junto con China y EEUU. El sector tiene
una clara vocacion exportadora ya que el 47% de la produccion (media 2008-2012) se
destina a la exportacion, siendo ademas el primer subsector dentro del conjunto de las

exportaciones del sector agroalimentario (MAGRAMA, 2014a).
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Las exportaciones tienen una evolucion creciente en los Gltimos afios tanto en
volumen como en valor, mientras que las importaciones son menos significativas y
ademas en los Ultimos afios estan siguiendo una evolucion decreciente. Los principales

productos que se importan son el platano, la pifia, la manzana y el kiwi.

En el caso de las hortalizas, como se muestra en la Tabla 1.1, a lo largo de los
ultimos diez afios ha ido disminuyendo la superficie de cultivo. En el ultimo afio de

estudio, aunque fue menor la superficie, la produccion y el valor fueron mayores.

Dentro de las hortalizas, la col de Milan y el brocoli, que son las que se estudian
en este trabajo, han sufrido variaciones al igual que el resto de hortalizas a lo largo de
los Gltimos afios, siendo en el afio 2012 la col de Milan la segunda en importancia, tanto
en produccién como en superficie cultivada dentro de las coles (Tabla 1.2) y el brécoli
el principal dentro de las hortalizas de flor, con 360.055 toneladas de produccion
(MAGRAMA, 2014b).

Galicia es la regiéon donde se produce mas col de Milan y Murcia donde mas se
produce brdcoli. En Extremadura es en la provincia de Badajoz donde se cultivan ambas

brassicas mayoritariamente, con una produccion 4.125 toneladas (MAGRAMA, 2014b).

Tabla 1.1. Superficie, Produccion y Valor de Hortalizas.

AR Superficie (miles de | Produccion (miles Valor (miles de
fios .
hectareas) de toneladas) euros)

2002 403 13.206 5.851.457
2003 397 13.194 6.415.585
2004 405 13.751 5.925.064
2005 407 13.896 6.794.138
2006 395 13.512 5.796.221
2007 380 13.501 6.287.555
2008 361 13.006 6.263.458
2009 379 14.031 6.061.507
2010 364 13.148 6.931.312
2011 351 12.973 5.220.725
2012 348 13.283 5.654.821

Fuente: Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente. Anuario de Estadistica 2013.
(MAGRAMA, 2014b).
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Tabla 1.2. Superficie y Produccion de variedades de Col.

Col-repollo Col-repollo Col
A0S de hojas lisas de Milan de Bruselas
S P S P S P S P
2002 3,7 104,8 1,9 56,4 0,1 4,0 2,4 88,0
2003 3,0 92,7 1,8 50,9 0,1 3,0 2,9 122,1
2004 3,9 110,7 15 46,0 0,1 2,6 2,4 83,2
2005 4,6 149,1 15 44,7 0,1 2,2 2,5 86,1
2006 4,3 154,0 1,1 33,2 0,1 6,7 2,7 66,2
2007 4,3 143,5 14 40,0 0,1 1,6 2,1 54,8
2008 3,9 141,9 1,2 34,2 0,7 14,1 3,2 61,8
2009 2,9 105,8 1,7 70,7 0,1 2,0 3,2 55,4
2010 3,0 112,7 2,0 80,9 0,1 2,0 2,4 42,0
2011 2,6 94,7 2,0 73,6 0,1 2,2 14 42,6
2012 2,7 93,5 2,0 70,0 0,1 0,7 19 51,6
Fuente: Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente. Anuario de Estadistica 2013.
(MAGRAMA, 2014b). S: superficie (miles de hectéreas). P: produccion (miles de toneladas).

Otras coles

Con respecto al total del gasto en alimentacion en los hogares espafioles, que fue
de 101.205 millones de euros, se vio incrementado en el afio 2013 con respecto al 2012.
El consumo dentro del hogar ascendio 2,4%, totalizando 69.225 millones de euros y
decrecié el consumo fuera del hogar un 3,1%, lo que supone 32.025 millones de euros
(MAGRAMA, 2014c).

Por grupos de alimentos, las frutas y hortalizas son, dentro de toda la
alimentacion en el hogar, las que mayor volumen ocupan en la cesta de la compra,
mientras que la carne es la que concentra mayor presupuesto dentro del hogar, segln se
desprende de los datos del Panel de Consumo Alimentario del Ministerio de
Agricultura. Segun esta misma fuente, en Espafia en el 2013 se increment6 el consumo
de hortalizas frescas en un 1,8% con respecto al 2012, siendo el brécoli la hortaliza
cuyo consumo esta experimentando el mayor crecimiento en los Gltimos afios
(MAGRAMA, 2014c).

Con todo ello, se puede afirmar que este aumento es debido a que los
consumidores demandan, cada vez mas, alimentos sanos y nutritivos que les aporten
beneficios para la salud. Puede decirse que las brassicas en general y, particularmente el
brécoli, son hortalizas que en los ultimos afios han ganado popularidad, gracias a sus

buenas caracteristicas organolépticas, a su facil limpieza y preparacién, a que estan
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incluidas en muchos de los preparados de verdura congelada, y a la difusion de los
numerosos efectos beneficiosos para la salud que se les atribuyen.

1.3. Alimentos funcionales: marco legal europeo

Hoy en dia no existe una definicion consensuada de lo que es un alimento
funcional. De hecho, la aproximacion legislativa en los distintos paises que se han
ocupado del tema es muy diferente. Asi, en el ambito de la Union Europea no se ha
llevado a cabo una regulacion de los alimentos funcionales como una categoria
especifica, a diferencia de Japdn, pais pionero no solo en la investigacién sino también
en la regulacion de los alimentos funcionales. Desde el punto de vista normativo no
existe el término alimento funcional, sino lo que se ha venido a regular son las
declaraciones nutricionales y de propiedades saludables en los alimentos. EI motivo es
que no se trata de unos alimentos concretos sino de una denominacion genérica que
abarca a alimentos pertenecientes a diversas categorias y que coinciden en el hecho de
que, consumidos a diario dentro de una dieta equilibrada, ademés de su valor nutritivo
intrinseco, aportan un beneficio para la salud derivado de uno o varios de sus nutrientes,

ingredientes o compuestos funcionales o bioactivos.

Los alimentos funcionales han despertado, en la industria alimentaria y en los
consumidores europeos, un enorme interés derivado de su potencial como elementos
que contribuyan a superar los retos que suponen las enfermedades de la civilizacion y el
incremento de las expectativas de vida. Sin embargo, puede suponer un peligro
potencial el consumo de productos cuya elaboracion y comercializacion no esté
regulada por una normativa especifica que garantice seguridad e informacién veraz a los

consumidores asi como lealtad comercial.

Todo ello explica la creacion en el afio 1996, en el marco de la Unidn Europea,
de la Accion Concertada de la Comisién Europea sobre la Ciencia de Alimentos
Funcionales en Europa (FUFOSE, Functional Food Science in Europe) con el fin de
proporcionar bases y fundamentos apropiados para el futuro desarrollo cientifico de la
alimentacion funcional (Roberfroid, 2002; FECYT, 2005). Asi, segun el documento de
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consenso publicado en el afio 1999 en Europa, se puede considerar que un alimento es

funcional si:

o Esta suficientemente demostrado que afecta de forma beneficiosa a una o
méas funciones en el organismo, mas alld de sus adecuados efectos nutricionales,
mejorando la salud y binenestar y/o reduciendo el riesgo de enfermedad. Por lo tanto, el

efecto funcional es distinto al nutritivo.

o Es un alimento o forma parte de un alimento (ingrediente funcional). No
deben considerarse medicamentos. Por lo tanto, se trata de un alimento no de una
pildora, capsula u otra presentacion farmacéutica, y debe consumirse como parte de una

dieta normal, esto es lo que los diferencia de los nutraceuticos.

o Demuestra sus efectos en cantidades que se supone que pueden ser

consumidas normalmente en la dieta. No se debe inducir a un consumo excesivo.

. No tienen porqué resultar, o al menos no necesariamente, funcionales
para todos los potenciales consumidores, dada la interaccion que, a nivel individual, se

da entre genes y dieta.

Por lo que respecta a su origen, los expertos consideran que un alimento

funcional puede ser bien:

. Un producto sin transformar.
. Un alimento al que se le ha afiadido un componente.
o Un alimento al que se le ha eliminado un componente por

procedimientos tecnoldgicos o biotecnoldgicos.
. Un alimento cuya naturaleza o componentes han sido modificados.
o Una combinacion de cualquiera de ellos.

El problema que existe con todo esto es la informacion que le llega al
consumidor. En los Gltimos afios el etiquetado y la publicidad de un nimero cada vez
mayor de alimentos en la UE contienen, con caracter voluntario, declaraciones

nutricionales y de propiedades saludables. ElI Reglamento (CE) 1924/2006 del
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Parlamento Europeo y del Consejo de 20 de diciembre de 2006, relativo a las
declaraciones nutricionales y de propiedades saludables en los alimentos, tuvo como fin
complementar principios generales del etiquetado. Para ello, este Reglamento vino a
establecer disposiciones especificas relativas al uso de las declaraciones nutricionales y
de propiedades saludables en alimentos que vayan a suministrarse como tales a los
consumidores, con el fin de garantizar un elevado nivel de proteccion de los
consumidores y de facilitar que puede elegir entre los diferentes alimentos que deben
ser seguros y poseer un etiquetado adecuado. Por eso el 25 de octubre de 2011 entra en
vigor el Reglamento (UE) 1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo sobre la
informacion alimentaria facilitada al consumidor, por el que se modifican y derogan los

reglamentos y directivas anteriores.

El fundamento cientifico debe ser el aspecto principal a tener en cuenta para uso
de declaraciones nutricionales y de propiedades saludables. Las declaraciones solamente
deben autorizarse para su uso en la Comunidad Europea después de efectuar una
evaluacion cientifica del nivel méas elevado posible, tomando en consideracién la
totalidad de los datos cientificos disponibles y la ponderacion de las pruebas. Con el fin
de garantizar una evaluacion cientifica armonizada, es la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA, European Food Safety Authority) la encargada de
realizar estas evaluaciones. En el ambito de las declaraciones, el papel de EFSA se
centra en la evaluacién de la eficacia, no de la seguridad, dado que el alimento o
nutriente o bien tiene historia de consumo seguro o debe llevar un procedimiento
paralelo de evaluacion de su seguridad de acuerdo con la normativa de nuevos

alimentos.

En este sentido, la Comision Europea propuso basar el reconocimiento de los
alimentos funcionales en estudios epidemiolégicos y experimentales que serian

evaluados, como ya se ha dicho, por la EFSA. De forma resumida dichos estudios deben

cumplir:
o Que se hayan determinado analiticamente su compuestos bioactivos.
o Que exista evidencia cientifica de su eficacia, incluyendo estudios

clinicos con humanos que representen la poblacion diana.
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o Se recomienda el uso de biomarcardores como indicadores de la eventual
mejora de las funciones fisiologicas o como indicadores de la disminucion del riesgo de
enfermedad, como por ejemplo usar el colesterol-LDL, como biomarcador, para
considerar que su reduccion en sangre provoca un efecto beneficioso para la salud

cardiovascular.

Hoy en dia se sigue investigando para definir y obtener mayor conocimiento a
cerca de los alimentos funcionales, sus propiedades y efectos sobre las funciones

fisiologicas del cuerpo humano.

1.4. Compuestos funcionales en Brassicas

El aumento de la prevalencia de las enfermedades crdnicas no transmisibles,
como la hipertension, la arteriosclerosis, el cancer y la diabetes, entre otras, ha
conducido a un mayor interés por estudiar la composicion de la dieta, ya que parece
haber una relacion inversa entre la aparicion de estas enfermedades y patrones
alimentarios que involucran un alto consumo de frutas y verduras (Garcia Casal, 2015).
Asi, un gran numero de estudios epidemioldgicos han demostrado que un consumo
regular de vegetales de la familia de las Brasicaceas ayuda a la disminucion del riesgo
de padecer diferentes tipos de cancer (Cohen et al., 2000; Vallejo et al., 2002). Este
efecto beneficioso puede ser atribuido a los compuestos funcionales o bioactivos que

poseen estos vegetales.

Las brassicas son consideradas alimentos funcionales, que se definen como
“aquellos alimentos, que en forma natural o procesada, contienen componentes
biolégicamente activos que ejercen efectos beneficiosos para la salud que van mas alla
de la nutricion” (Vidal, 2008). Por ello es importante saber el contenido de compuestos

funcionales en brassicas, asi como, su actividad biolégica.

Por tanto, los compuestos funcionales o0 compuestos bioactivos, presentes en los
alimentos, son sustancias que proporcionan al alimento unas propiedades fisioldgicas
gue van mas alla de las nutricionales propiamente dichas. Estas sustancias parecen ser
responsables, al menos en parte, del papel beneficioso para la salud asociado al
consumo de frutas y hortalizas y alimentos derivados de ellas (Steinmetz y Potter,
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1996). Entre estas sustancias 0 compuestos bioactivos se encuentran diversas familias

quimicas que poseen estructuras y propiedades muy variadas.

Los principales compuestos funcionales que poseen las brassicas son vitamina C,
carotenoides, clorofilas, compuestos fendlicos y glucosinolatos, cuya actividad es
sinérgica y actdan reduciendo el nivel de las especies reactivas de oxigeno (Podsedek,

2007), siendo por tanto, compuestos con actividad antioxidante.

Hay que destacar que la variacion en el contenido de compuestos funcionales,
asi como de la capacidad antioxidante de las brassicas, es causada por muchos factores,
entre los que cabe destacar: variedad, maduracién y cosecha, condiciones de cultivo,
condiciones ambientales, condiciones post-cosecha y formas de consumo (Vallejo et al.,
2002; Jeffery et al., 2003).

1.4.1. Vitamina C

Se considera que forma parte de las propiedades nutricionales de un alimento,
pero cada vez mas se estd incluyendo dentro de las funcionales, por tener un efecto
pronunciado sobre la mejora de la salud y la disminucion del riesgo de sufrir ciertas

enfermedades.

Mas del 85% de la vitamina C en la dieta humana es suministrada por frutas y
hortalizas (Davey et al., 2000; Lee y Kader, 2000). La vitamina C, que incluye el acido
ascorbico (Figura 1.9A) y su producto de oxidacion, el acido dehidroascérbico (Figura
1.9B), tiene muchas actividades bioldgicas en el cuerpo humano. Block y colaboradores
en 2004 encontraron que la vitamina C podia reducir los niveles de proteina C-reactiva,
un marcador de inflamacion y, posiblemente, un predictor para enfermedades del

corazon.

La vitamina C tiene un papel fundamental dentro de los vegetales ya que
interviene en los sistemas de oxidacion de la célula vegetal y establece potenciales
favorables de oxidacion-reduccion. Pero una vez consumida, formando parte de algin
alimento, es el acido L-ascorbico el que tiene mayor funcién bioldgica, pudiéndose
definir como un cofactor enzimatico, como un captador de radicales y como un

donador/aceptor en el trasporte de electrones en la membrana plasmatica (Davey et al.,
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2000); por tanto el &cido ascorbico tiene mayor capacidad antioxidante que el acido
dehidroascorbico.

Figura 1.9. Estructura quimica del &cido L-ascorbico (A) (forma reducida de la
vitamina C) y del &cido dehidroascérbico (B) (forma oxidada de la vitamina C).

Estudios més recientes de Martinez Silva y Bastidas Pacheco (2009) han
comprobado que las propiedades de la vitamina C, mas concretamente del acido
ascorbico, son variadas y complejas, referidas la mayoria de ellas al papel como
antioxidante de las especies de oxigeno reactivas que se generan durante la respiracion
mitocondrial, que afecta irremediablemente al sistema inmunitario, circulatorio y
respiratorio, vision, metabolismo, piel y, en general, a todas las células del organismo.
De esta complejidad funcional de la vitamina C deriva la necesidad de la ingesta diaria
de esta vitamina, teniendo en cuenta que es una vitamina muy sensible a la luz y al

calor.
1.4.2. Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos organicos del grupo de los terpenos o
isoprenoides que se encuentran de forma natural en plantas y otros organismos
fotosintéticos como algas, algunas clases de hongos y bacterias. Se conoce la existencia

de mas de 700 compuestos pertenecientes a este grupo.

Los carotenoides son el grupo mas representativo de los tetraterpenos,
compuestos que se caracterizan por una estructura con 40 atomos de carbono, aunque no

todos los carotenoides se ajustan estrictamente a esta regla. Estos atomos de carbono se
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encuentran ordenados formando cadenas poliénicas conjugadas, en ocasiones
terminadas en anillos de carbono. Se dividen en dos tipos basicos: los carotenos que son

hidrocarburos y las xantofilas que son sus derivados oxigenados.

El color de los carotenoides varia desde amarillo palido, pasando por anaranjado,
hasta rojo oscuro. El color estd directamente relacionado con su estructura, los enlaces
dobles carbono-carbono interactian entre si en un proceso llamado conjugacion.
Cuando aumenta el nimero de dobles enlaces conjugados, la longitud de onda de la luz

absorbida también lo hace, dando al compuesto una apariencia mas rojiza.

La principal funcion de los pigmentos carotenoides, tanto en vegetales como en
bacterias, es captar energia luminosa, energia que es luego transferida a las clorofilas
para ser transformada durante la fotosintesis. Ademas, también intervienen
especialmente en la proteccién contra la foto-oxidacion, ya que los dobles enlaces
conjugados de su estructura quimica (Figura 1.10) hacen que sean captadores de
radicales, aportandoles efectos antioxidantes, como son la proteccion cardiovascular y
antitumoral (Podsedek, 2007) una vez que son consumidos. Por esto, los carotenoides
juegan un papel importante en la salud humana, actuando como antioxidantes
bioldgicos, protegiendo a las células y tejidos del dafio provocado por los radicales

libres.

El B-caroteno y la luteina (Figura 1.10A y 1.10B, respectivamente) son los
principales carotenoides en el género brassica. Como todos los carotenoides forman
parte de la fraccion lipidica de los sistemas bioldgicos, protegiendo a las membranas de
los radicales libres. Tienen un efecto muy importante sobre la vista, puesto que el B-
caroteno es precursor de la vitamina A, y la luteina se encuentra especificamente en la
maécula y la lente del ojo, reduciendo el riesgo de enfermedades oculares graves, tales
como la degeneracion macular relacionada con la edad y las cataratas (Bone et al., 1997;
Singh et al., 2006).
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Figura 1.10. Estructura quimica del B-caroteno (caroteno) (A) y de la luteina (xantofila)

(B).

Resulta de gran importancia conocer qué factores intervienen en la degradacién
de los carotenoides, ya que su pérdida, ademas de producir cambios de color en el
alimento, conlleva una disminucién de su valor nutritivo y funcional. La inestabilidad
de los carotenoides se debe al hecho de que son compuestos altamente insaturados,
degradandose fundamentalmente debido a procesos oxidativos. Otros factores como la
temperatura, la luz o el pH también pueden producir importantes cambios cualitativos
en estos compuestos debido a reacciones de isomerizacion (Meléndez-Martinez et al.,
2004).

1.4.3. Clorofilas

Las clorofilas son una familia de pigmentos que estan ampliamente distribuidos
en la naturaleza. Se encuentran en diversos eucariotas que poseen cloroplastos (plantas,
algas) y en algunos procariotas como bacterias (cianobacterias, bacterias verdes y
purpuras), las cuales no poseen cloroplastos, y por lo tanto, sus pigmentos se encuentran
en sistemas de membrana internos. La clorofila es una biomolécula muy importante,
responsable de la existencia de vida superior en la Tierra, debido a que es el pigmento
fotorreceptor responsable de la primera etapa de la fotosintesis, donde el contacto de las
particulas luminosas (fotones) con la clorofila produce una excitacion de la misma,
desencadenando una serie de reacciones fotoquimicas, produciendose la transformacion

de la energia de la luz solar en energia quimica.
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La clorofila presenta color verde porque es capaz de absorber la luz violeta, roja
y azul, y reflejar la verde.

La estructura de la molécula de clorofila tiene dos partes: un anillo de porfirina
(con un ion magnesio en el centro) y una cadena larga llamada fitol. Es un tetrapirrol,
con cuatro anillos pentagonales de pirrol enlazados para formar un anillo mayor que es
la porfirina. Los compuestos clorofilicos mayoritarios en las plantas son la clorofila A 'y
la clorofila B (Figura 1.11). Ambas clorofilas son componentes genuinos de las
membranas fotosintéticas, y estan normalmente en un ratio de 3:1 (Chen y Chen, 1993),
si bien las condiciones de crecimiento y los factores medioambientales, entre otros,

modifican este ratio clorofila A/clorofila B (Lichtenthaler et al., 1982).

La descomposicion de las clorofilas esta fuertemente ligada a la senescencia de
los vegetales verdes después de la recoleccién, asi como a la marchitez de las hojas
(Deschene et al., 1991; Zhuang et al., 1995). La oxidacion-degradacion de las clorofilas
da productos como feofitina, feoférbido y clorofilina que son de colores mas pardos, y
es debida a factores tales como la temperatura, pH, luz, oxigeno, asi como a la accion de

la enzima clorofilasa.

Clorofila A: R =-CH;3

Clorofila B: R =-CHO

CHs CHj
CHj,

Figura 1.11. Estructura quimica de la clorofila A y de la clorofila B.

Pero ademas de estar relacionada con la calidad de los vegetales verdes, Lai et
al. (1980) demostraron que existia una relacién entre la actividad antimutagénica y

antioxidante y el contenido en clorofilas en muchos extractos vegetales.
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1.4.4. Compuestos fendlicos

Los fenoles o compuestos fendlicos son compuestos organicos cuyas estructuras
moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromatico con un grupo
hidroxilo (-OH) unido al menos a un grupo funcional. El término “compuestos
fendlicos” engloba a todas aquellas sustancias que poseen varias funciones fenol
(nombre tradicional del hidroxibenceno) unidas a estructuras aromaticas o alifaticas.
Unicamente, algunos compuestos fendlicos de la famila de los &cidos fendlicos no son
polifenoles, sino monofenoles (Gimeno Creus, 2004).

Los compuestos fendlicos son unos de los principales metabolitos secundarios
de las plantas, por lo tanto, son productos biosintetizados en las plantas en las que
desarrollan diversas funciones, como la proteccion frente a condiciones externas
adversas. Se encuentran en casi todos los alimentos de origen vegetal aportando color,
sabor amargo, astringencia y/o aroma, siendo su distribucion muy diversa dentro de las
plantas (hojas, flores, frutos, semillas, tallos, raices). Los compuestos fendlicos,
especialmente los flavonoides, poseen diferente actividad bioldgica en el ser humano,
siendo las mas importantes la actividad antioxidante y el efecto inhibidor de varias
clases de tumores (Czeczot, 2000).

Los compuestos fendlicos de las plantas son un grupo heterogéneo de productos
con mas de 10.000 compuestos. Algunos son solubles en disolventes organicos, otros

son solubles en agua, y otros son polimeros muy grandes e insolubles.

Se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad estructural.
Segun su estructura quimica, pueden dividirse en dos grandes grupos (Gimeno Creus,
2004):

1) No flavonoides, entre los que se pueden establecer tres subgrupos:

- Fenoles no carboxilicos.

- Acidos fendlicos: derivados del 4cido benzoico y derivados del &cido
cindmico.

- Estilbenos.
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2) Flavonoides, formados por dos grupos bencénicos unidos por un puente
tricarbonado, que pueden agruparse en siete subgrupos:

- Antocianos o antocianinas.
- Flavanoles (flavan-3-oles).
- Flavanonas.

- Flavonoles.

- Flavonas.

- Isoflavonoides.

- Chalconas.

Hay que tener en cuenta, que la mayoria de los compuestos fendlicos se
presentan en las células vivas de forma combinada, generalmente como O-glicésidos.
Se denomina aglicona a la porcion diferente del azlcar que se obtiene por hidrolisis de
los glicdsidos (Gimeno Creus, 2004).

En las brassicas objeto de este estudio, después de la hidrélisis &cida de las
muestras, se consiguieron identificar los siguientes compuestos fendlicos: tres acidos
fenolicos (acidos galico, clorogénico y sinadpico, Figura 1.12A, B y C, respectivamente)

y dos flavonoles (quercetina y kaempferol, Figura 1.13).

@] o on @)
H HO. _O =
OH
HO 1 HO
OH OH  on OCHg

A B C

Figura 1.12. Estructuras quimicas de los acidos fenolicos: galico (A) (derivado
hidroxibenzoico), clorogénico (B) y sinapico (C) (derivados hidroxicindmicos).
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R;=OH. R,=H QUERCETINA

R;=R,=H KAEMPFEROL

Figura 1.13. Estructura quimica de los flavonoles: quercetina y kaempferol.

El desarrollo y evolucién de los compuestos fendlicos incide sobre la calidad de
los productos y esta en parte regulado por la actividad de la enzima fenilalanina amonio
liasa (PAL), que interviene en la formacion de compuestos fendlicos, y por la actividad
de la enzima polifenol oxidasa (PPO), que interviene en la degradacién de polifenoles a
quinonas, las cuales proporcionan una coloracion oscura o parduzca en la zona dafiada
(por oxidacion, corte, etc) del producto hortofruticola (Dixon, 2001). Resaltar, que la
degradacion de los compuestos fendlicos, a parte de por oxidacion enzimatica, en la que
interviene la enzima PPO, puede producirse por oxidacion no enzimatica, ya sea de

naturaleza quimica o microbioldgica.
1.4.5. Glucosinolatos

El término glucosinolatos fue sugerido por primera vez en 1961 por GP Dateo
(Ettlinger y Kjaeer, 1968), y la interpretacion dada hace referencia a la fraccion de
glucosilo (“gluco”), la presencia de un grupo sulfato (“ato”) y la propiedad de ser un

precursor de un aceite de mostaza (“sinol”) (Agerbirk y Olsen, 2012).

Los glucosinolatos son compuestos azufrados también llamados tioglucésidos.
Son metabolitos secundarios presentes en once familias de dicotileddneas. Pero es el
género brassica el que presenta una tercera parte de los 100 tipos de glucosinolatos
conocidos. Estos compuestos se encuentran tanto en los tejidos vegetativos como en los
tejidos reproductivos de la planta, y constituyen un mecanismo de defensa de la misma

ante plagas y enfermedades (Mithen, 1992).
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Las rutas de biosintesis de los glucosinolatos comprenden procesos de
elongacion de la cadena de aminoécidos de proteinas y consta de tres etapas que son
(Sonderby et al., 2010):

12 etapa: alargamiento del aminoacido de cadena.
2?2 etapa: formacion de la estructura del nucleo.
3% etapa: modificacion secundaria del glucosinolato inicial.

La molécula de los glucosinolatos esta constituida por un grupo pB-D-
tioglucésido unido a una oxima sulfatada con una cadena lateral (R) derivada de un
aminoacido (metionina, valina, alanina, leucina, isoleucina, fenilalanina, tirosina o
triptéfano) (Mikkelsen et al., 2002) (Figura 1.14).

HO
R._g O /S—B-D-glucosa
IIC OH R—C _
0,80-N  OH OF ~>N-0S0;
A B

Figura 1.14. Estructura quimica general desarrollada (A) y abreviada (B) de los
glucosinolatos.

Dependiendo de la cadena lateral (R), los glucosinolatos se dividen en tres
grandes grupos: alifaticos, derivados de la metionina, alanina, valina, leucina o
isoleucina; inddlicos, derivados del triptéfano; y aromaticos; derivados de la
fenilalanina o tirosina (Wittstock y Halkier, 2002). Estos glucosinolatos se transportan
por el floema y pueden ayudar a la planta a defenderse de los organismos que se
alimentan de los productos del floema y también a adquirir la capacidad para coordinar
la sintesis y el uso de los recursos de proteccion entre los distintos 6rganos (Chena y
Andreassonb, 2001).

En la Tabla 1.3 se muestran los glucosinolatos alifaticos, indélicos y aromaticos
identificados en las brassicas estudiadas, asi como la estructura de la cadena lateral R

para cada uno de ellos, su nombre cientifico y su nombre comdn.
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Tabla 1.3. Estructura de la cadena lateral R, nombre quimico y nombre comun de los
glucosinolatos identificados.

Estructura de R Nombre quimico Nombre comdn
1. Alifaticos
1.1. Alquilicos
CHj3-SO-CH,-CH,-CH,- 3-metilsulfinilpropil glucosinolato Glucoiberina
CH;-SO-CH,-CH,-CH,-CH,- 4-metilsulfinilbutil glucosinolato Glucorafanina
CH;-SO-CH,-CH,-CH,-CH,- 5-metilsulfinilpentil glucosinolato Glucoalisina
1.2. Alguenilicos
CH,=CH-CH,- 2-propenil o alil glucosinolato Sinigrina
CH,=CH-CH,-CH,- 3-butenil glucosinolato Gluconapina
CH,=CH-CH,-CH,-CH,- 4-pentenil glucosinolato Glucobrasicanapina
1.3. Hydroxialquenilicos
CH,;=CH-CHOH-CH,- 2-hidroxi-3-butenil glucosinolato Progoitrina
2. Inddlicos

CH,—
w 3-indolilmetil glucosinolato Glucobrasicina
T CH,—
N 1-metoxi-3-indolilmetil glucosinolato Neoglucobrasicina

C D—CH — o S . . -
|| 2 4-metoxi-3-indolilmetil glucosinolato  4-Metoxiglucobrasicina
N

H

3. Aromaticos

@C?Hg—(?Hg— 2-feniletil glucosinolato Gluconasturtina

La identificacion y cuantificacion de los glucosinolatos puede realizarse sin
llevar a cabo la desulfatacion o eliminacion del grupo sulfato, y en este caso, se
denominan glucosinolatos intactos, de esta forma es como se han determinado en esta

Tesis Doctoral. Sin embargo, en otros trabajos experimentales, como en los de Jia et al.
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(2009) y Kiddle et al. (2001), se determinan como glucosinolatos desulfatados o
desulfoglucosinolatos, después de realizar una ruptura quimica o enzimatica del grupo
sulfato (mediante la utilizacion de la enzima arilsulfatasa) para facilitar la separacion

cromatografica y la deteccion por espectrometria de masas.

La hidrdlisis de los glucosinolatos esta catalizada por la enzima mirosinasa, que
es una p-tioglucosidasa Ilamada tioglucosido glucohidrolasa (Figura 1.15). Los
glucosinolatos y la enzima mirosinasa se encuentran localizados en compartimentos
independientes en la célula. Cuando se produce un proceso de estrés en la planta, se
origina la ruptura de la célula, y la molécula de glucosinolato y la enzima entran en
contacto, produciéndose la liberacion de moléculas de glucosa, de bisulfato y de la

correspondiente aglucona (Campas-Baypoli et al., 2009).

El proceso de hidrdlisis también ocurre en la masticacion y en la digestion,
debido a la mirosinasa presente en la microflora del tracto digestivo de los humanos
(Bones y Rossiter, 1996; Fahey et al., 2001).

HSO,-
H.0 Glucosa
HO
R 0 e R-N=C=S Isotiocianato
‘¢S OH R.¥s
1 o ———— > (*C — > R-C=N Nitrilo
'0380’N OH Mirosinasa NY

08Oz | . R-S-C=N Tiocianato

Figura 1.15. Hidrdlisis de los glucosinolatos catalizada por la enzima mirosinasa.

Uno de los productos de la hidrdlisis o degradacion de los glucosinolatos son los
isotiocianatos, que son los compuestos volatiles responsables del olor y del sabor
amargo atribuido a las brassicas, asi como de la accién bioldgica de los glucosinolatos
(Fahey et al., 2001). Ademas, segun estudios cientificos, se ha detectado que dietas ricas
en vegetales del género brassica reducen la inidencia de ciertos tipos de cancer,

especialmente de pulmoén y del tracto digestivo (Wollowski et al., 2001).

Hay que tener en cuenta que la enzima mirosinasa es sensible a la temperatura vy,

consecuentemente, durante los tratamientos térmicos ocurridos en los procesos de
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coccion se inactiva, y no puede transformar los glucosinolatos en productos

beneficiosos (Cartea et al., 2008a).

1.5. Actividad antioxidante

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de
otras. La oxidacidén es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una
sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales
libres que comienzan reacciones en cadena que dafian las células. Los antioxidantes
terminan estas reacciones quitando intermedios del radical libre e inhiben otras

reacciones de oxidacion oxidandose ellos mismos.

Las reacciones de oxidacion son cruciales para la vida, ya que el oxigeno es
esencial para los organismos vivos. Aungue la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) y radicales libres (RL) es inevitable en el metabolismo aerobio. Las
especies oxidantes provocan dafios acumulativos en moléculas muy importantes para el
correcto funcionamiento del organismo. Sin embargo, éste tiene sus propios
mecanismos de defensa para hacer frente a la accion de las especies oxidantes. Aunque
en determinadas situaciones las defensas antioxidantes pueden verse desbordadas por la
excesiva generacion de ROS. Este desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes
se conoce como estrés oxidativo, el cual esta asociado a numerosas enfermedades vy al

proceso normal de envejecimiento (Lee et al., 2004).
El estrés oxidativo puede originarse por dos motivos fundamentales:

1. Disminucidn de los niveles de antioxidantes debido a mutaciones que afectan
a la actividad de los enzimas antioxidantes, o a toxinas que causan deplecion de las
defensas antioxidantes. Por ejemplo, dietas inadecuadas que aportan niveles bajos de

minerales y/o compuestos antioxidantes pueden causar también estrés oxidativo.

2. Aumento en la produccion de especies reactivas a causa de la exposicion a
elevados niveles de O, u otras especies reactivas y debido a la activacion excesiva de
los mecanismos naturales que generan especies reactivas, como por ejemplo la

activacion inapropiada de fagocitos en la inflamacion crénica.
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Debido a la accidén oxidante de las especies reactivas sobre los lipidos de
membrana, las proteinas celulares y los acidos nucleicos (ADN, ARN), éstas han sido
asociadas con numerosas enfermedades cronicas, entre las que se encuentran las dos
mayores causas de mortalidad en las sociedades occidentales, el cancer y las
enfermedades cardiovasculares (Lee et al., 2004), asi como con el proceso de

envejecimiento.

La alimentacion juega un papel importante en la prevencion de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo, fundamentalmente a través del aporte de
compuestos bioactivos de origen vegetal. Entre ellos se encuentran las vitaminas
hidrosolubles y liposolubles, carotenoides, clorofilas, una gran variedad de compuestos
fendlicos y de glucosinolatos, cuya actividad antioxidante y potenciales efectos
beneficiosos han sido ampliamente investigados en los Gltimos afios (Lai et al., 1980;
Lampe, 1999; Prior, 2003; Sonderby et al., 2010). Las evidencias epidemioldgicas que
asocian el consumo de vegetales y frutas con una menor incidencia de enfermedades
cronicas, asi como la mayor preocupacion de los consumidores por mantener un estado
de salud adecuado, estan haciendo que se investigue cada vez méas en la composicién

funcional de los alimentos y sobre como acttan éstos en el organismo humano.

Seguidamente se relacionan algunos antioxidantes aportados con la dieta, asi

como su bioactividad:

Acido ascorbico: Reaccion con superéxido, oxigeno singlete y radical peroxilo.

Regeneracion de tocoferoles.

Tocoferoles: Proteccion de membranas lipidicas. Blogueo de la cadena de

reacciones de peroxidacion.

Carotenoides: Desactivacion del oxigeno singlete. Bloqueo de la cadena de

reacciones de peroxidacion.

Compuestos fenolicos: Captacion de radicales libres y actividad quelante de

metales.

Glucosinolatos: Captacion de radicales libres y actividad quelante de yodo.
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Clorofila: Captacion de radicales libres. Formacidn de nuevos complejos.

El efecto beneficioso del consumo de Brassicas es atribuido principalmente a la
gran cantidad de compuestos antioxidantes que poseen estos vegetales. Estos
compuestos, como se ha dicho antes, poseen la capacidad para donar un electron a los
radicales libres y detener asi la reaccion en cadena dafiina para el organismo, ya que se
convierten en otros radicales o compuestos menos reactivos, es decir, mas estables
(Garcia Casal, 2015).

1.6. Digestion

La digestion se define como “el proceso de transformacion de los alimentos,
previamente ingeridos, en sustancias méas sencillas para ser absorbidas”, y tiene lugar

tanto en los organismos pluricelulares como en las células.

La digestion en los animales y algunas plantas tiene lugar a niveles multicelular,
celular y subcelular. Este proceso se lleva a cabo en el aparato digestivo, tracto

gastrointestinal o canal alimentario.

El sistema gastrointestinal en el hombre incluye el tracto gastrointestinal (tubo

digestivo o tracto digestivo) y las glandulas anejas.

El tracto digestivo comienza en la boca y termina en el ano (Figura 1.16). A lo
largo de su recorrido (unos 9-10 m) existen una serie de segmentos y estructuras
diferenciadas que cumplen un papel especifico en la funcion global de este sistema
organico. Estas estructuras son, en sentido oral-aboral, boca, faringe, eséfago,
estomago, intestino delgado, que incluye tres segmentos, duodeno, yeyuno e ileon,
intestino grueso que se subdivide en ciego, colon ascendente, transverso, descendente y

sigmoideo, recto y ano.
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D

Figura 1.16. Esquema del tracto digestivo.

Las glandulas anejas son las glandulas salivares, el pancreas y el higado
(incluyendo la vesicula biliar).

La estructura de la pared del tubo digestivo es diferente en los distintos
segmentos que lo componen, aunque existe un patron comdn que se repite en toda su

longitud (Figura 1.17), siendo la capa mas interna la mucosa.

La digestion usualmente esta dividida en procesos mecanicos, para reducir el
tamafio de los alimentos, y en una accién quimica para reducir adicionalmente el
tamano de las particulas y prepararlas para la absorcion (Maton et al., 1993), es decir,
que puedan atravesar la pared del aparato digestivo y pasar a la sangre. En la mayoria de

los vertebrados, la digestion es un proceso de varias etapas en el sistema digestivo.
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de la Digestién)
Figura 1.17. Esquema de un corte longitudinal de la pared del tracto
gastrointestinal.

La parte mecéanica de la digestion incluye la masticacion, deglucion, la
peristalsis y la defecacion o eliminacién de los alimentos (Martinez de Victoria Mufioz
et al., 2005).

En la boca se produce la mezcla y humectacion del alimento con la saliva,
mientras éste es triturado mecanicamente por masticacion, facilitando la deglucion. La
saliva contiene ptialina, una enzima que hidroliza una pequefia parte del almidén a

maltosa.

La lengua ayuda a movilizar los alimentos mientras se mastica con los dientes y
empuja la comida triturada y ablandada, llamada bolo alimenticio, hacia la parte

posterior de la garganta, para que entre por la abertura del eséfago.

De la boca, el alimento pasa rapidamente al es6fago que conduce el bolo

alimenticio desde la parte posterior de la garganta hasta el estdmago (Figura 1.18). Una
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vez que la comida entra en el esdfago, no va inmediatamente al estdmago. En lugar de
ello, los musculos de las paredes del es6fago se mueven describiendo un movimiento
ondulatorio para ir aplastando el alimento, al tiempo que lo hacen descender hacia el
estomago.

. BOIO, . Fase Oral En la fase oral se liberan
Alimenticio ‘ enzimas que inician la
digestion en algunos
nutrientes.

En la fase estomacal la
Fase Estomacal | mayoria de los nutrientes se
liberan de los alimentos.

Sales NaCl, CaCi2

En la fase intestinal los
Fase Intestinal nutrientes pasan al torrente
sanguineo y a su destino
final dentro del cuerpo para
cumplir con su funcion
biolégica.

Absorcion de Nutrientes

Fuente: CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical). HarvestPlus, Agrosalud.
Figura 1.18. Fases de digestion gastrointestinal.

Después pasa al estbmago, donde se mezcla con los jugos gastricos constituidos
por pepsina (una enzima que comienza la digestion de las proteinas), &cido clorhidrico y
el factor intrinseco, necesario para que la vitamina B12 se absorba posteriormente. El
tiempo de permanencia del quimo (mezcla semiliquida del alimento) depende de
multiples factores, como por ejemplo, el tipo de alimento. Aquellos ricos en grasas
permanecen mas tiempo y los que tienen grandes cantidades de hidratos de carbono
pasan rapidamente.
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En el intestino delgado tiene lugar la mayor parte de los procesos de digestion y
absorcion. El alimento se mezcla con la bilis, el jugo pancreédtico y los jugos
intestinales. Durante la fase quimica de la digestion diferentes enzimas rompen las
moléculas complejas en unidades mas sencillas que ya pueden ser absorbidas y
utilizadas. Algunas de las enzimas méas importantes son la lipasa (que rompe las grasas
en acidos grasos), la amilasa (que hidroliza el almidon) y las proteasas (tripsina y

quimotripsina, que convierten las proteinas en aminoacidos).

En el intestino grueso, las sustancias que no han sido digeridas pueden ser
fermentadas por las bacterias presentes en él, dando lugar a la produccion de gases.
Igualmente las bacterias pueden sintetizar vitaminas del grupo B y vitamina K,
aportando cantidades adicionales de estas vitaminas que seran absorbidas (Monagas et
al., 2010; Queipo-Ortufio et al., 2012).

El proceso de absorcién de nutrientes se produce principalmente y con una
extraordinaria eficacia a través de las paredes del intestino delgado, donde se absorbe la
mayor parte del agua, alcohol, azucares, minerales y vitaminas hidrosolubles asi como
los productos de digestion de proteinas, grasas e hidratos de carbono. Las vitaminas
liposolubles se absorben junto con los acidos grasos.

La absorcion puede disminuir notablemente si se ingieren sustancias que
aceleran la velocidad de tréansito intestinal, como la fibra dietética ingerida en grandes
cantidades y los laxantes. Igualmente, la fibra y el acido fitico pueden reducir la
absorcion de algunos minerales, como el hierro o el zinc, por ejemplo. En la enfermedad
celiaca (o intolerancia al gluten), la destruccion de las vellosidades intestinales puede

reducir significativamente la superficie de absorcion.

En el intestino grueso, donde se reabsorbe una importante cantidad de agua del
residuo que llega del intestino delgado, se almacenan las heces hasta ser excretadas por
el ano. Las heces, ademas de los componentes no digeridos de los alimentos, contienen
gran cantidad de restos celulares, consecuencia de la continua regeneracion de la pared

celular.

Una vez absorbidos los nutrientes son transportados por la sangre hasta las

células en las que van a ser utilizados.
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Los &cidos grasos que pasan a la pared intestinal son transformados
inmediatamente en triglicéridos que seran transportados hasta la sangre por la linfa. La
grasa puede ser transformada posteriormente en el higado y finalmente se deposita en el

tejido adiposo, una importante reserva de grasa y de energia.

Los hidratos de carbono en forma de monosacaridos pasan a la sangre y
posteriormente al higado desde donde pueden ser transportados como glucosa a todas
las células del organismo para ser metabolizada y producir energia. La insulina es
necesaria para la incorporacion de la glucosa a las células. Los monosacaridos también
pueden ser transformados en glucdgeno, una fuente de energia facilmente utilizable que

se almacena en el higado y en los masculos esqueléticos.

Los aminoacidos de las proteinas pasan igualmente a la sangre y de ésta al
higado. Posteriormente pueden pasar a la circulacion general para formar parte del pool
de aminodcidos, un importante reservorio que serd utilizado para la sintesis de proteinas
estructurales y enzimas. Los aminoacidos en exceso también pueden ser oxidados para

producir energia.
Por tanto la digestion esta dividida en cuatro procesos:

e Ingestion: Es el comienzo del proceso, y consiste en poner la comida en la boca.

e Digestibn mecénica y quimica: la masticacion para rasgar y aplastar los
alimentos y la agitacién del estbmago. La adicion de quimicos (acidos, bilis,

enzimas y agua) para degradar moléculas complejas hasta estructuras simples.

e Absorcién: movimiento de los nutrientes desde el sistema digestivo hasta los
capilares circulatorios y linfaticos a través de la 6smosis, el transporte activo y la

difusion.

e Excrecion: remocion de materiales no digeridos del tracto digestivo a través de

la defecacion o la regurgitacion.

Un proceso subyacente es el movimiento muscular a traves del sistema, tragado

y peristalsis.
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El tiempo que tarda el alimento en recorrer los distintos segmentos del tracto
digestivo se muestra en la Figura 1.19. Aunque la duracién de estas fases puede variar

de una persona a otra y segun el tipo de alimento.

Esdraco f
2 A 3 SEGUNDOS

§

Estémaco
2A 4 HorAs

5
Invesivo B2
DELGADO
a4

Fuente:www.nutricion.pro/alimentacion/el-aparato-digestivo-funcionamiento.
Figura 1.19. Tiempo aproximado del transito digestivo.

De esta forma, conociendo el mecanismo de digestion, se pueden desarrollar
modelos que simulen de manera precisa los procesos que tienen lugar en el tracto
gastrointestinal, y asi obtener informacion de como se liberan de los alimentos que los

contienen determinados compuestos, considerados saludables.

Los modelos de digestion in vivo, con animales o humanos, son los que
proporcionan los resultados mas exactos, pero son lentos y caros, por lo que se tiende a
desarrollar procedimientos in vitro (Boisen y Eggum, 1991), que en principio,
constituyen una alternativa util y rapida. En la practica, es imposible que con un método
in vitro se consiga la precision que se puede lograr mediante un estudio in vivo, debido a
la complejidad inherente del proceso (Coles et al., 2005). Durante los ultimos afios se
han utilizado una serie de modelos de digestion in vitro para poner a prueba los cambios
estructurales y quimicos que ocurren en diferentes alimentos, sometidos a las mismas

condiciones que se producen en el tracto gastrointestinal, llegandose a la conclusion que
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estos sistemas de digestion son una herramienta util para el analisis de los alimentos.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que existen diferencias entre los modelos in vivo e
in vitro, por lo que es necesario profundizar mas en la relacion existente entre ellos para
que se puedan desarrollar modelos in vitro que se ajusten mas a la realidad (Hur et al.,
2011).

1.7. Biodisponibilidad y Bioactividad

Cuando se consume un alimento o una bebida, los nutrientes que contiene se
liberan de la matriz, pasan al torrente sanguineo y son transportados hasta sus
respectivos destinos finales. Sin embargo, no todos los nutrientes se utilizan del mismo
modo, es decir, su biodisponibilidad es diferente. Comprender la biodisponibilidad de
los nutrientes ayuda a optimizar la alimentacion y a poder establecer recomendaciones

nutricionales apropiadas.

Existen distintas definiciones de biodisponibilidad o bioaccesibilidad pero, en
general, este concepto se refiere a la proporcion de un nutriente, 0 compuesto
biol6gicamente activo, que nuestro organismo absorbe de los alimentos y que utiliza
para las funciones corporales normales (Aggett, 2010; Hurrell y Egli, 2010). Sin
embargo, la bioactividad o bioeficacia se define, como la actividad biol6gica (Ej.
actividad antioxidante) que posee o poseen algunos de los componentes de ese alimento
a la llegada al tejido o célula diana (Holst y Williamson, 2008). Un ejemplo claro de la
diferencia entre estas dos definiciones es lo que ocurre con la fibra de los alimentos, que
segun la definicion dada no es biodisponible, pues no se absorbe, pero sin embargo es

bioactiva pues tiene una accion bioldgica clara en la digestion-excrecion.

La biodisponibilidad de un nutriente se rige por factores externos e internos.
Entre los factores externos se incluye la matriz alimentaria y la forma quimica del
nutriente en cuestion (que dependeran, entre otras cosas, de la transformacion y/o
tratamiento culinario al que se someta al alimento); mientras que por otro lado el sexo,
la edad, el estado nutricional y la etapa de la vida (Ej. embarazo) son algunos de los
factores internos. Dado que algunos aspectos, como el estado nutricional, también

determinan la cantidad de un nutriente que el cuerpo utiliza, almacena o excreta,
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algunas definiciones de biodisponibilidad se limitan a la fraccion del nutriente que es
absorbida (Heaney, 2001).

La biodisponibilidad de los macronutrientes (carbohidratos, proteinas y grasas)
suele ser muy elevada, llegando a superar el 90% de la cantidad consumida. Sin
embargo, en el caso de los micronutrientes (vitaminas y minerales) y de los compuestos
bioldgicamente activos o funcionales (Ej. flavonoides o carotenoides) hay grandes
diferencias en la proporcién en que se absorben y se utilizan (Holst y Williamson,
2008).

El primer paso para que un nutriente esté biodisponible es su liberacion de la
matriz alimentaria y su conversion en una forma quimica que pueda unirse e
introducirse en las células del intestino o incluso atravesarlas. Los nutrientes se hacen
biodisponibles mediante los procesos de masticacion y digestién enzimaética inicial del
alimento en la boca, su combinacién con &cidos y otras enzimas en los jugos gastricos al
tragarlos y, finalmente, su liberacion en el intestino delgado, el principal lugar de
absorcion de los nutrientes. Una vez aqui, otras enzimas procedentes de los jugos

pancreaticos siguen descomponiendo la matriz del alimento (Figura 1.20).

Ingesta
Boca (Amsasas Salval) <
Esofago T
Estomago (dego Gdstrico IAJ \'| Principales Nutrientes y
Prpsim o0 \ J/ Lugar de Absorcidn
Dwodeno -T > Fe, Ca, Mg
V. Blllar (Bits) — | mm—
Pancroas (Enzimas = ‘:(‘, I
Y - Glucosa, Galactosa, Fructosa
Yeyuno = Vil Hedrosolubles
= Ac. Félico
-> Péptidos digeridos
lleon
2> VLADEK
- Grasas, Colesterol
_N - Sales Biliares y Vit. B,
Colon
<2 Na K
= Vit K de |as bactenas
Recto - Agua
Ano tf_‘
Heces)

Figura 1.20. Lugar de absorcion de los diferentes macro y micro nutrientes en el tubo
digestivo (Peléez et al., 2006).
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Vitamina C

La vitamina C puede absorberse como &cido ascorbico y como 4cido
dehidroascorbico a nivel de mucosa bucal, estomago y yeyuno (intestino delgado),
luego es transportada via vena porta hacia el higado para después ser conducida a los

tejidos que la requieran.

A nivel intestinal se absorbe mediante transporte activo saturable (ATP y sodio
dependiente), una vez absorbido, el ac. ascorbico (AA) se acumula en los tejidos en
forma de ascorbato. EI mecanismo de transporte del &c. dehidroascorbico (ADHA) (10
veces mas rapido que el del AA), estd mediado por transportadores de glucosa y su
posterior reduccion intracelular, por la glutarredoxina (tioltransferasa) (Levine et al.,
1996). La vitamina C, en forma de ascorbato, es metabolizada en el higado donde parte
serd reabsorbida de forma activa en los tubulos renales, de forma proporcional a la

concentracion (Levine et al., 1996).

Se excreta por via renal (en la orina), bajo la forma de &cido oxalico
principalmente, por heces se elimina solo la vitamina no absorbida (Martinez Silva y
Bastidas Pacheco, 2009).

La absorcion suele ser completa, aungque puede disminuir hasta un 75% debido a
diferentes factores, como puede ser diferencia de pH entre los alimentos y los jugos
gastricos, un elevado contenido en fibra, principalmente insoluble, un elevado contenido
de grasa y/o bien otros componentes que pudieran ejercer un impedimento estérico

impidiendo su absorcién.

Hay que tener en cuenta que la biodisponibilidad de la vitamina C disminuye
con la dosis, ya que los tejidos se saturan con dosis de 200 a 400 mg/dia, con lo cual se
limita la cantidad de vitamina C absorbida por el intestino y reabsorbida por el rifion
(Nelson et al., 1978; Wilson, 2005). Ademas en la mayoria de los casos el cuerpo no la
almacena, por tanto la biodisponibilidad sérica de esta vitamina esta cefiida por la
interaccién entre absorcion intestinal y excrecién renal. Es por esto, y por su
complejidad funcional, que es necesario el consumo diario de este nutriente, ya que
ademas favorece la absorcion del hierro y otros minerales (Martinez Silva y Bastidas
Pacheco, 2009).
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Carotenoides

Para que los carotenoides se absorban y ejerzan acciones en estructuras y tejidos,
es necesario que se liberen de la matriz alimentaria y se incorporen en micelas. Aun asi,

no todos los carotenoides ingeridos se encuentran en cantidades apreciables en plasma.

La liposolubilidad de los carotenoides es la principal caracteristica que
determina las etapas del proceso de liberacion, transporte y asimilacion desde el
alimento, y la eficacia de las mismas. En el hombre, la eficiencia del proceso es baja, ya
que solo un 30% del total de carotenoide ingerido se absorbe de forma efectiva. El
proceso incluye una etapa de liberacion del conjunto de carotenoides desde la matriz
alimentaria y su incorporacion a glébulos lipidicos, que tiene lugar en el estomago, la
formacion de micelas, y la absorcién del contenido de éstas por las células intestinales
(Baracaldo y Castro de Navarro, 1998; Olmedilla Alonso et al., 2001).

El principal factor que afecta a la biodisponibilidad de los carotenoides es la
matriz, por ejemplo, los carotenoides disueltos en aceite se absorben mas eficientemente
y se ha observado que los de las frutas suelen ser mas biodisponibles que los de
hortalizas, ya que los carotenoides se encuentran disueltos en gotas de aceite
favoreciendo la absorcién intestinal (Yeum y Russell, 2002; Faulks y Southon, 2005;
Maiani et al., 2009; Ornelas-Paz et al., 2012).

La fibra dietética parece tener un papel negativo en la absorcién de carotenoides,
esto puede deberse a que secuestra las sales biliares necesarias para la micelarizacion de
carotenoides y aumentar la viscosidad del medio gastrointestinal, dificultando el paso de

las micelas hacia las células intestinales.
Clorofila

En lo referente a la biodisponibilidad de la clorofila y de los pigmentos
clorofilicos existe un gran vacio cientifico. Lo que si se ha comprobado es que la
administracion de clorofila a animales de laboratorio reduce la absorcion de compuestos
cancerigenos incluidos en la dieta, ya que forma complejos con estos compuestos
mientras recorren el tracto digestivo, limitando asi su biodisponibilidad. Puesto que la

clorofila natural es liposoluble, los efectos reparadores y bactericidas no pueden ser
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aplicados al colon, puesto que éste se encuentra mas alla del lugar donde la clorofila es
absorbida (Peréz-Galvez y Minguez-Mosquera, 2007).

Compuestos fendlicos

En general la absorcion de los compuestos polifendlicos es baja; se absorbe el
1% del contenido total del alimento y esta cuestion hay que tenerla muy en cuenta al

considerar las cantidades de alimento necesarias para conseguir una dosis eficaz.

Los datos existentes sobre la biodisponibilidad de los compuestos fenolicos en
humanos aun se consideran escasos Yy controvertidos, por lo tanto la biodisponibilidad
de los compuestos fendlicos no estd bien establecida. Los escasos datos existentes
indican que s6lo una pequefia parte del compuesto es absorbido como tal y encontrado
en plasma u orina. Sin embargo, diversos estudios evidencian la absorcidn y excrecion
urinaria de estos compuestos (Prior, 2003; Manach et al., 2005). No obstante, el analisis
de compuestos fendlicos en los fluidos biol6égicos es complicado debido a las amplias
diferencias estructurales de estos compuestos, ya que la estructura de los mismos
determinarad su capacidad para atravesar las membranas biologicas y su reparto entre
distintos compartimentos celulares, asi como la gran variedad de metabolitos generados
en los procesos digestivos. Los compuestos fendlicos no absorbidos parasaran al colon
(sobre todo los flavonoides) donde podran ser metabolizados por la flora bacteriana
(Figura 1.21). Algunas bacterias presentes en el colon son capaces de hidrolizar dichos
compuestos hacia compuestos fenolicos mas sencillos que pueden ser absorbidos
(Scalbert y Williamson, 2000).

La absorcion y metabolizacién de compuestos fendlicos esta influida por
factores tales como la liposolubilidad o hidrosolubilidad de la molécula, la unién a
azUcares 0 acidos organicos, o el grado de polimerizacion. Los coeficientes de particidn
parecen ejercer un efecto importante en la absorcion de agliconas, glicésidos y
compuestos fenolicos unidos a &cidos organicos. Asi, las agliconas hidrofilicas no son
capaces de atravesar la pared intestinal por difusion pasiva y por tanto su absorcion
depende de transportadores de membrana. Por ejemplo, se ha identificado en ratas un
mecanismo de transporte saturable dependiente de sodio para los acidos ferulico y

cindmico (Manach et al., 2004). EIl coeficiente de particién influira también en el caso
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de compuestos fendlicos hidrofdébicos glicosilados, unidos a &cidos orgéanicos o con
sustituyentes esterificados. Compuestos hidrofilicos de similares caracteristicas
estructurales seran degradados por esterasas de la microflora del colon, como paso

previo a su absorcion (Karakaya, 2004).

Compuestos fendlicos de la dieta

TEJIDOS
Conjugacion enterchepatica
INTESTINO :
DELGADO HIGADO

Ciclo enterohepatico

RINON

I

COLON

Metabolizacion bacteriana

Crina

Heces

Figura 1.21. Posibles rutas de los compuestos fendélicos de la dieta (Scalbert y
Williamson, 2000).

La glicosilacion influye claramente en la absorcion de compuestos fendlicos. La
absorcion gastrica de flavonoides como quercetina ha sido observada en estudios en
ratas, pero no asi la de sus glicésidos (Manach et al., 2004). Las agliconas y los
polifenoles unidos a glucosa, galactosa o xilosa son absorbidos en el intestino delgado
tras su deglicosilacion por los enzimas B-glucosidasa y lactasa floricina hidrolasa
(Karakaya, 2004), mientras que los compuestos fenolicos unidos a ramnosa deben llegar
al colon y ser hidrolizados por las ramnosidasas bacterianas antes de su absorcion
(Manach et al., 2004). Flavonoides acilados como la epicatequina y epigalocatequina
son absorbidos sin deconjugacion ni hidrdlisis previa. Las agliconas de las isoflavonas
son absorbidas en el estbmago, mientras que sus glicésidos son absorbidos en el
intestino (Karakaya, 2004). Los antocianos, por contra, parecen constituir una excepcion
ya que las formas predominantes en sangre son sus glicosidos intactos. Algunos autores

han sugerido la existencia de un mecanismo especifico de absorcion de los antocianos a

o1



INTRODUCCION

nivel gastrico, que podria implicar su transporte via bilitranslocasa gastrica (Passamonti
et al., 2002; Manach et al., 2005).

Ademas, el grado de polimerizacion de los compuestos fendlicos determina la

facilidad con que son absorbidos en el intestino.

Glucosinolatos

La biodisponibilidad de los glucosinolatos, también es poco conocida y existen
pocos datos cientificos. Algunos de estos estudios avalan que los glucosinolatos se
degradan en isotiocianatos mediante las enzimas mirosinasas presentes en la microflora
del tracto digestivo en los humanos. Los glucosinolatos se degradan en el intestino
delgado por la mirosinasa de la planta y en el colon por la mirosinasa bacteriana.
Recientemente se han identificado poblaciones de bacterias como Bifidobacterium sp.
capaces de digerir determinados glucosinolatos in vitro. Estas bacterias podrian estar
implicadas en la degradacion de los glucosinolatos en el tracto intestinal, afectando a la
disponibilidad final de los glucosinolatos presentes en brassicas. Finalmente, la
interaccion de los glucosinolatos con las mirosinasas presentes en la flora del colon va a
influir en la disponibilidad de estas sustancias potencialmente beneficiosas para la salud
(Cartea et al., 2008b).

Ademas, un hecho muy importante y cada vez mas estudiado es el efecto
antinutriente de algunos compuestos o0 ingredientes funcionales en condiciones de
consumo o suplementacion excesiva, acumulacion y/o enfermedad. Ya que pueden
actuar interfiriendo en los procesos metabdlicos, asi como en la biodisponibilidad de
nutrientes. A continuacion se relacionan algunos ejemplos: La vitamina C, aunque no es
comun su acumulacion, puede causar dafios cuando su suplementacion es excesita, ya
que el &cido ascorbico moviliza el hierro almacenado en el cuerpo (férrico) y lo
conviente en la forma dafiina (ferroso). El exceso de carotenoides es perjudicial debido
a que estos compuestos liposolubles se acumulan en los tejidos dafiandolos. El efecto
antinutritivo de los compuestos fendlicos esta basado en la capacidad que poseeen para
quelar hierro, con lo que un exceso en su consumo puede ser perjudicial sobre todo para
personas propensas a padecer anemia. Y por Ultimo, destacar el efecto bocidgeno de los
glucosinalatos, que interfieren en la disponibilidad del yodo en la glandula tiroidea,
causando hipertrofia de esta glandula, sobre todo en personas con una cierta
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predisposicion a padecer la enfermedad del bocio o hipotiroidismo (Camean Fenéndez y
Repetto Jiménez, 2012).

Por tanto, todavia queda mucho por investigar en el ambito de la
biodisponibilidad de compuestos funcionales. Incluso muchos estudios aportan datos
confusos sobre estos aspectos, y es de esperar que en los préximos afios se produzcan
importantes avances en la elucidacion de los mismos, utilizando para ello modelos de
digestion bien definidos o mediante el estudio de los metabolitos generados en su

digestion (metabolémica).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
2.1. Justificacién

La demanda por parte de los consumidores de alimentos mas saludables ha
aumentado considerablemente en los ultimos afios. Asi, entre los vegetales mas
consumidos estan los de la familia Brassicaceae, especialmente del género brassica, ya
que un gran namero de estudios epidemioldgicos (Cohen et al., 2000; Vallejo et al.,
2002; Vallejo et al., 2003a; Vallejo et al., 2003b; Vallejo et al., 2003c; Vallejo et al.,
2003d; Tian et al., 2005; Moreno et al., 2006; Borowski et al., 2008) indican que
contienen importantes cantidades de compuestos bioactivos o funcionales, siendo

productos muy saludables, y por tanto, muy apreciados.

Uno de los factores que mas influye en el tipo y concentracion de estos
compuestos en los vegetales, y mas concretamente en las brassicas, es la variedad o
genotipo. Ademas no todos estos compuestos se absorben y utilizan de la misma manera
al ser digeridos, es decir presentan una biodisponibilidad y bioactividad distinta
dependiendo del tipo de alimento o matriz alimenticia con la que se ingieran o
consuman. Con lo que el primer problema que surge a la hora de caracterizar la
biodisponibilidad de los compuestos funcionales es la dificultad que existe para
determinar con exactitud la cantidad y tipo de compuesto con actividad bioldgica que se
ingiere con la dieta.

La biodisponibilidad de las sustancias que se ingieren se define como la cantidad
de sustancia que se absorbe y alcanza la circulacion sistémica, momento en el cual
puede distribuirse por los tejidos y llegar a los lugares donde ejercer su efecto
fiosioldgico (bioactividad) (Parada y Aguilera, 2007). Debido a esto es fundamental que
los compuestos funcionales sean biodisponibles para que las propiedades funcionales
gue se les otorgan puedan realmente manifestarse en el organismo del consumidor,
teniendo en cuenta que la cantidad de alimento funcional a ingerir, para conseguir el

efecto beneficioso, sea razonable en una dieta equilibrada.

Por lo que conocer los contenidos de compuestos funcionales, asi como su

biodisponibilidad y bioactividad, ayuda a conocer las propiedades saludables de los
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alimentos de origen vegetal para optimizar la alimentacion y poder establecer

recomendaciones nutricionales.

2.2. Objetivos

Por todo esto, el objetivo general de este trabajo fue determinar la

biodisponibilidad y bioactividad de los compuestos funcionales mayoritarios en dos

tipos de Brassicas, brocoli y col de Milan. Para alcanzar este objetivo principal, se

propusieron los siguientes objetivos especificos, que se dividieron en dos estudios:

Primer estudio

Caracterizacion funcional de los cultivares de brocoli (‘Parthenon’ y
‘Mobnaco) y col de Milan (‘Dama’ y ‘Leticia’) mas producidos en
Extremadura, para establecer, mediante comparacion entre ellos, cuéles
presentan mayor contenido en compuestos bioactivos y por tanto, mayor

valor de actividad antioxidante.

Seqgundo estudio

Deteccidn, identificacion y cuantificacion de los compuestos funcionales
(vitamina C, carotenoides, clorofilas, compuestos fendlicos y
glucosinolatos) del brécoli y la col de Milan en fresco, es decir sin

digerir, asi como la determinacién de su actividad antioxidante.

Deteccidn, identificacion y cuantificacion de los compuestos funcionales
biodisponibles (vitamina C, carotenoides, clorofilas, compuestos
fendlicos y glucosinolatos) en el brocoli y la col de Milan después de su
digestion in vitro, asi como la determinacion su actividad antioxidante,

parametro usado para la evaluacion de su bioactividad.

Determinacion y comparacion de la biodisponibilidad y bioactividad de

dichos compuestos funcionales en los dos tipos de Brassicas.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material vegetal

En el primer estudio se evaluaron dos cultivares de bréocoli (Brassica oleracea L.
var. italica Plenck), ‘Parthenon’ y ‘Moénaco’, y dos cultivares de col de Milan (Brassica
oleracea L. var. sabauda), ‘Dama’ y ‘Leticia’. Mientras que en el segundo sélo se
estudioé un cultivar de cada brassica, para brocoli el cultivar ‘Parthenon’ y para col de
Milan el cutlivar ‘Dama’. Se eligieron estos dos cultivares debido a que fueron los que
presentaron mejores caracteristicas funcionales en el primer estudio (Ferndndez-Ledn et
al., 2010; Fernandez-Leon et al., 2012).

Se utilizaron 6 pellas de brocoli y 6 pellas de col de Milan. Cada pella de brécoli
fue floreteada y cada pella o cogollo de col de Milan fue deshojada cogiéndose hojas de

distintas profundidades para realizar los analisis (Figura 3.1).

Figura 3.1. Brocoli y col de Milén.

3.2. Disefio experimental
En la Figura 3.2 se muestra el disefio experimental utilizado.

Tanto el brocoli como la col de Milan se procesaron por separado, realizandose

en el mismo dia las digestiones in vitro de ambas brassicas.
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2 tipos de brassicas

L T~

6 pellas de brocoli

Y

Floretear cada pellay
preparar bolsas
independientes a vacio
(15 floretes por cada
bolsa)

6 pellas de col de Milan

Y

Deshojar cada pellay
preparar bolsas
independientes a vacio (de 25
hojas de diferentes
profundidades por cada bolsa)

DIGESTION

Bolsas o muestras de
cada brassica

|

/\ ANALISIS

Realizar una digestion in vitro
por cada bolsa o muestra (n=6)

Bolsas o0 muestras de
cada brassica

A 4

Congelar rapidamente a -80 °C
hasta posterior andlisis de
compuestos funcionales y

actividad antioxidante

Separar los 6 extractos obtenidos
después de la digestion in vitro

A 4

Cada analitica se repitié n=6
con muestras diferentes

Congelar rapidamente a -80 °C
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compuestos funcionales y

actividad antioxidante

A 4

Cada analitica se repitié n=6
con muestras diferentes

Figura 3.2. Diagrama del disefio experimental.
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3.3. Métodos
3.3.1. Determinacion de compuestos funcionales
3.3.1.1. Vitamina C

En la determinacion de la vitamina C se utilizaron dos métodos, el primero
consistio en la determinacion del contenido en acido ascorbico (componente principal
de la vitamina C), y el segundo método, usado Unicamente en el segundo estudio,
consistio en la determinacion conjunta de acido ascorbico y acido dehidroascorbico

(forma oxidada del &cido ascorbico). A continuacion se describen los dos métodos:

Contenido en acido ascorbico

Para la determinacion del contenido en acido ascorbico se utilizé el método
descrito por Bernalte et al. (2007), donde un peso determinado de muestra fue
homogeneizado en un Omni-Mixer (Onmi International, GA, USA) con
aproximadamente 20 ml de solucion extractora de acido ortofosforico al 85% y EDTA
al 1%, este homogeneizado se prepar6 en oscuridad y frio, filtrandose a continuacion
sobre lana de vidrio y llevandose hasta un volumen final de 100 ml con solucién
extractora. El EDTA (&cido etilendiaminotretracético) se usa como quelante para ayudar
a prevenir que la muestra se oxide. Antes de la inyeccion en el sistema cromatogréfico,

la muestra se filtro a través de un filtro de nylon Millipore de 0,45 um.

La separacion e identificacion se realiz6 en un cromatdgrafo de liquidos HPLC
Agilent 1200 (Agilent Technologies, S.L., Madrid, Espafia) equipado con una columna
Zorbax SB-C8 de 5 um, 250 mm x 4,6 mm, termostatizada a 30 °C. Para la separacion
cromatografica se utiliz6 como fase movil el tampon acido acético:acetato sédico (50
mM, pH=4), metanol y agua ultrapura MilliQ, siguiendo la elucién en gradiente descrita
en la Tabla 3.1, con un flujo de 0,5 ml/min y usando volumen de inyeccion de la

muestra de 10 pl.

La deteccion se llevd a cabo usando un detector de diodo de array (DAD)
acoplado al HPLC, usando una A=260 nm (Figura 3.3). El contenido en acido ascorbico
de la muestra se determind por la técnica de patron externo y los resultados se

expresaron como mg acido ascorbico/100 g peso fresco (pf).
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Tabla 3.1. Condiciones de elucion en gradiente para la determinacién de acido
ascorbico.

Tiempo (min) % Acido acético:acetato sodico % Metanol % Agua
7 100 0 0
8 0 0 100
10 0 100 0
14 0 100 0
16 0 0 100
19 0 0 100
20 100 0 0
23 100 0 0
200 —

- Acido ascorbico

160 —

120 —

mAU
\

80 —

40 —

0 L—/v» J\__

| | | | | |
0 4 8 12 16
Tiempo de retencion (min)

Figura 3.3. Cromatograma del acido ascorbico presente en una muestra de brocoli,
registrado a 260 nm.
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Contenido en &cido ascérbico y dehidroascorbico

Un peso determinado de muestra se homogeneizd con metanol:agua destilada
(5:95) mas &cido citrico (21 g/l) y EDTA (0,5 g/I) en un equipo Ultra Turrax T-18 (IKA,
Wimington, NC, USA) en frio y bajo campana en oscuridad. A continuacion el
homogeneizado fue filtrado a través de una gasa, ajustandose su pH a 2,2-2,4 con HCI
6N y después se centrifugd a 9000 rpm y 4 °C durante 5 minutos en una centrifuga
Beckman Coulter (Beckman Coulter Inc, CA, USA).

Seguidamente se filtro el sobrenadante a través de un Sep-pak C18 (Waters,
Milford, MA, USA) acoplado a un filtro de nylon Millipore de 0,45 um. Esta
determinacion del contenido en &cido ascorbico y acido dehidroascorbico fue realizada
siguiendo el método descrito por Zapata y Dufour (1992) con algunas modificaciones
(Gil et al., 1999). El analisis cromatogréafico se realiz6 después de la derivatizacion del
acido dehidroascorbico en el fluoréforo 3-(1,2-dihidroxietil)furol[3,4-b]quinoxalina-1-
ona (DFQ) con 1,2-fenilendiamina dihidrocloruro (OPDA).

Para ello, a 750 pl del extracto obtenido anteriormente se le afladieron 250 ul de
OPDA (0,034 g/10 ml agua ultrapura) y se incubaron en oscuridad durante 36 minutos.
Pasado este tiempo se inyectaron 20 pl de muestra en un HPLC Agilent 1100 (Agilent
Technologies, S.L., Madrid, Espafia), realizandose la separacion cromatografica en una
columna Zorbax C18 de 5 um, 250 mm x 4,6 mm y la deteccion en DAD a 261 nm para
la determinacion de acido ascorbico y a 348 nm para el acido dehidroascérbico (Figura
3.4). Se utilizé elucion isocratica, usando como fase movil metanol:agua ultrapura
MilliQ (5:95, wv:v) conteniendo 5 mmol/l de cetrimida y 50 mmol/l de
dihidrogenofosfato a pH=4,5. El flujo fue de 1 ml/min. Y el contenido en vitamina C
fue expresado como mg &cido ascorbico y dehidroascérbico/100 g peso fresco (pf),

utilizando para cada uno su correspondiente recta de calibracion por patron externo.
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400 —

300 —
- Acido ascérbico

200 —

mAU (261 nm)

100 —

ol

16 — Acido dehidroascérbico

12 —

mAU (348 nm)
\

0 4 8 12 16
Tiempo de retencion (min)

Figura 3.4. Cromatogramas de los acidos ascérbico y dehidroascorbico presentes en
una muestra de brocoli, registrados a 261 y a 348 nm, respectivamente.

3.3.1.2. Carotenoides

Los pigmentos carotenoides fueron extraidos y determinados mediante el
método de Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez (1993) modificado por Garcia et al.
(2007). Un peso determinado de muestra triturada se extrajo cuatro veces, usando para
cada extraccion 25 ml de acetona, que posteriormente se eliminé mediante evaporacion
en rotavapor (Buchi Laboratoy Equipment, Suiza). El extracto seco obtenido se
redisolvié en 5 ml de metanol mediante agitacion en ultrasonidos (Ultrasons-P, JP
Selecta S.A., Barcelona, Espafia) y se sometio a saponificacion durante toda la noche
usando para ello 100 ml de una disolucion de KOH al 20% en metanol. La
saponificacion se usa para eliminar clorofilas y lipidos indeseables y para hidrolizar

hidroxicarotenoides esterificados con &cidos grasos, liberando asi los carotenoides.
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Al dia siguiente, se afiadieron 100 ml de éter dietilico y se hicieron varios
lavados con agua destilada. Tras los lavados, el extracto hidrofobico separado se filtré a
través de placa filtrante sobre un lecho de sulfato sodico anhidro, para quitar posibles
restos de agua. A continuacion, el extracto lipofilico obtenido se llevo hasta sequedad
en rotavapor (Buchi Laboratoy Equipment, Suiza), eliminadndose asi todo el éter. A cada
extracto seco se le afadieron 5 ml de acetona de grado HPLC para redisolverlo. El
extracto redisuelto y filtrado a través de un filtro de nylon Millipore de 0,45 pum fue
inyectado en un cromatdgrafo Agilent 1100 (Agilent Technologies, S.L., Madrid,
Espafia) equipado con una columna Agilent Lichrosorb RP-18 de 10 um, 200 mm x 4,6
mm, termostatizada a 30 °C, y con un detector de diodo de array (DAD) a 460 nm

(Figura 3.5), siguiendo la elucién en gradiente descritas en la Tabla 3.2.

Figura 3.5. Cromatografo de liquidos Agilent 1100 con detector de diodo de
array (HPLC-DAD).

Tabla 3.2. Condiciones de elucion en gradiente para la determinacién de carotenoides.

Tiempo (min) % Acetona % Agua
5 75 25
10 95 5
17 95 5
22 100 0
27 75 25
30 75 25
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Se determinaron dos pigmentos carotenoides en las muestras de brassicas

analizadas, B-caroteno y luteina (Figura 3.6); se cuantificaron por la técnica de patrén

externo y los resultados se expresaron como mg [3-caroteno/100 g pf y mg luteina/100 g

pf, respectivamente. El contenido de carotenoides totales se calculé como suma de

ambos compuestos y expresado en mg p-caroteno/100 g pf, por ser éste el pigmento

carotenoide mas abundante en las muestras de brassicas estudiadas.

160 —
Luteina
120 —
2 &0
(S
B B—caroteno
40 —

0 10

20 30

Tiempo de retencién (min)

Figura 3.6. Cromatograma de los pigmentos carotenoides presentes en una muestra de
brécoli, registrado a 460 nm.
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3.3.1.3. Clorofilas

La extraccion de los pigmentos clorofilicos fue realizada siguiendo el método de
Garcia et al. (2005). Para ello, se preparé un homogeneizado de muestra en 15 ml de
acetona usando un Omni Mixer (Onmi International, GA, USA). A continuacion, los
extractos se centrifugaron en una centrifuga Beckman Coulter (Beckman Coulter Inc,
CA, USA) durante 15 min a 14000 rpm y 4 °C recogiendo el sobrenadante. Esta
operacion se realizd dos veces més, hasta completa decoloracion de la muestra, y los
sobrenadantes se juntaron y filtraron sobre lana de vidrio llevandolos a un volumen final
con acetona. Antes de realizar la medida espectrofotométrica las muestras fueron
filtradas por un filtro de nylon Millipore de 0,45 um. El espectro de absorcion fue
recogido entre 600 y 700 nm en un espectrofotdémetro Shimadzu UV-2450 UV-vis
(Shimadzu Corporation, Japon) (Figura 3.7).

Figura 3.7. Espectrofotometro Shimadzu UV-2450 UV-vis.

Las clorofilas A y B fueron cuantificadas mediante analisis de calibracion
multivariante usando el método de minimos cuadrados parciales (PLS). Los calculos
fueron realizados a traves de la aplicacion desarrollada por Olivieri et al. (2004),
mediante la utilizacién de codigos de calculo escritos en entorno MATLAB 7.3 (The
Math Works Inc., Natick, USA) (Figura 3.8). Los resultados fueron expresados en mg
clorofila A/100 g pf y mg clorofila B/100 g pf, respectivamente, y como la suma de las
dos clorofilas en mg clorofila A/100 g pf, por ser el pigmento clorofilico mas

abundante.
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Clorofila A

ClorofilaB

Mezcla de clorofilas
16 — Muestra de brécoli

Absorbancia

600 620 640 660 680 700
Longitud de onda (nm)

Figura 3.8. Espectros de absorcion de patrones de clorofila A, B y mezcla de ambas, asi
como de una muestra de brécoli, registrados de 600 a 700 nm.

3.3.1.4. Compuestos fenolicos

La determinacion del contenido fendlico total se realiz6 siguiendo el método de
Lima et al. (2005), en el que un peso determinado de muestra se extrae con 30 ml de
solvente (80% de etanol acuoso con un 1% de HCI concentrado), manteniéndose en
agitacion durante 20 min, en ausencia de luz y a temperatura ambiente (25 °C),
filtrandose a continuacion. El proceso de extraccion fue repetido tres veces. Los
extractos etandlicos se juntaron, se evaporaron y se reconstituyeron hasta un volumen
final de 100 ml con agua ultrapura. El contenido total de fenoles fue medido
espectrofotométricamente a 760 nm (Bernalte et al., 2007) usando el reactivo de Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Para ello una alicuota de muestra se hizo

reaccionar con 1 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu, 2 ml de carbonato sédico (al 20% en
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agua destilada) y agua ultrapura hasta enrase a 20 ml, dejandose durante 1 hora
aproximadamente en oscuridad para que se desarrolle asi la reaccion, midiendo
posteriormente a 760 nm en un espectrofotdmetro Shimadzu UV-2450 UV-vis
(Shimadzu Corporation, Japén). En esta reaccion el reactivo de Folin-Ciocalteu,
inicialmente de color amarillo, se reduce por la accion de los compuestos fendlicos que
son antioxidantes, pasando a color azul, permitiendo asi su determinacién
espectrofotométrica. Los resultados fueron expresados como mg de &cido clorogénico

equivalente/100 g pf, una vez realizada la calibracidn por patron externo.

Para la determinacion de los compuestos fendlicos individuales se utilizaron los
extractos etandlicos obtenidos después de la hidrélisis &cida y que, por tanto, contenian
las agliconas de dichos compuestos. Estos extractos fueron filtrados a través de un filtro
de nylon Millipore de 0,45 um, inyectandose a continuacion 10 pl en un cromatdgrafo
de liquidos Varian 212-LC (Varian Ibérica SL, Madrid, Espafia) acoplado a un
espectrometro de masas de trampa de iones Varian 500-MS (Varian Ibérica SL, Madrid,
Espafia) (Figura 3.9). La separacion por HPLC se realizé en una columna Pursuit C18
de 3 um, 150 mm x 2,0 mm, termostatizada a 40 °C y se utiliz6 un gradiente de elucion
similar al propuesto por Vallejo et al. (2002) (Tabla 3.3), utilizando como fase mévil
una mezcla de agua ultrapura MilliQ:acido férmico (99:1, v:v) y metanol calidad LC-

MS, con un flujo de 200 pl/min.

Figura 3.9. Cromatdgrafo Varian LC- 500 MS lon Trap.
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Tabla 3.3. Condiciones de elucién en gradiente para la determinacion de compuestos
fendlicos.

Tiempo (min) % Agua:acido formico % Metanol
0 90 10
5 85 15
20 70 30
35 50 50
40 10 90
45 90 10

Para la identificacion de las agliconas, antes de inyectar las muestras, los
pardmetros del espectrémetro de masas fueron optimizados mediante la infusion directa
de los compuestos fendlicos patron. Los diferentes parametros fueron optimizados para
alcanzar las sefiales méaximas para los iones precursores y para los fragmentos de iones
durante el proceso MS/MS (Tabla 3.4) obteniéndose asi, las condiciones de trabajo

Optimas para esta determinacion en modo SIM (monitorizacion selectiva de iones).

Tabla 3.4. Parametros del espectrometro de masas ajustados para los patrones usados.

Ventana lon lones de Voltaje Carga de Amplitud
de . . del . . de
Patrones . precursor fragmentacion Polaridad X radiofrecuencia o
tiempo (m/2) (m/2) capilar (%) excitacion
(min) (voltios) (voltios)
Acido .
o 0-25 169 125, 85 Negativa 47 96 1,23
Galico
Acido 0-25 353 191,163  Negativa 43 82 0,88
Clorogenico
Acida 025 223 208164149 o tiva 45 58 1,83
Sinapico 179
Quercetina  25-45 303 229, 257,165  Positiva 115 90 1,55
Kaempferol  25-45 287 213,241,165 Positiva 110 85 1,60

Antes se ajustd también el sistema de ionizacion por electrospray (ESI),
obteniéndose los siguientes valores de los pardmetros optimizados: 5000 voltios de
voltaje de aguja, 600 voltios de placa del aerosol o fragmentador, 50 psi de presion del
gas nebulizador (N,), 25 psi de presién del gas de secado (N,) y 250 °C de temperatura
del gas de secado (Ny).
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Asi pues, con estas condiciones 0ptimas, en las muestras de brassicas estudiadas
se identificaron tres derivados de &cidos fendlicos (&cido gélico, acido clorogénico y
acido sinapico) y dos flavonoides (quercetina y kaempferol) (Figura 3.10). Para la
cuantificacion, se utilizaron las rectas de calibracion por patron externo de cada

compuesto, expresandose los resultados en mg/100 g pf para cada uno de ellos.

80000 — Quercetina
60000 —
@ _
s Kaempferol
S
G
<
« 40000 —
2 i
3 Acido clorogénico
5
Q
< 7 o L
Acido sinapico
20000

0-25 min 25-45 min

Figura 3.10. Cromatograma de masas en modo SIM de los compuestos fenolicos
presentes en una muestra de brocoli.

3.3.1.5. Glucosinolatos intactos

Los glusosinolatos intactos (glucosinolatos sin desulfatar) fueron extraidos
siguiendo el método de Kiddle et al. (2001) y Vallejo et al. (2003b) con ligeras
modificaciones realizadas por nuestro grupo (Fernandez-Ledn et al., 2011b). Un peso

determinado de muestra se homogeneiz6 en un Utra Turrax T-10 (IKA, Alemania) con
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7 ml de una solucién de metanol calidad LC-MS:agua ultrapura MilliQ (70:30, v:v) y se
mantuvo tapado y en agitacion durante 15 min en un bafio termostatizado (Selecta
Unitronic OR, JP Selecta S.A., Barcelona, Espafia) con agua a 70 °C para inactivar la

enzima mirosinasa (Moreno et al., 2006).

Los extractos obtenidos fueron filtrados por lana de vidrio para purificar las
muestras y después por un filtro de nylon de Millipore de 0,45 um antes de la inyeccion
en el cromatografo de liquidos Varian 212-LC (Varian Ibérica SL, Madrid, Espafia) que
se encuentra acoplado a un detector de masas de trampa de iones Varian 500-MS
(Varian Ibérica SL, Madrid, Espafia).

La separacion cromatografica se realizd usando una columna Pursuit C18 de 3
um, 150 mm x 2,0 mm, termostatizada a 40 °C y un volumen de inyeccion de 10 pl. Se
utilizé una disolucion al 0,1% de acido formico en agua ultrapura MilliQ y metanol
calidad LC-MS como fase movil, utilizando el gradiente de elucién descrito en la Tabla

3.5 y usando un flujo de 200 pl/min.

Tabla 3.5. Condiciones de elucion en gradiente para la determinacion de glucosinolatos
intactos.

Tiempo (min) % Disolucién al 0,1% de acido férmico % Metanol
0 100 0
15 85 15
20 60 40
25 50 50
30 100 0

Previamente a la inyeccion de la muestra, las condiciones del espectrometro de
masas fueron optimizadas por infusion directa de una solucion patron de sinigrina,
obteniéndose la m&xima abundancia con las sefiales del ion precursor de m/z 358 ([M-
H]) y del ion de fragmentacion m/z 97 ([SOsH]) (Figura 3.11) segun lo descrito por
Tian et al. (2005). Obteniéndose en nuestro caso, los siguientes valores de los
parametros optimizados para el espectrdmetro de masas: polaridad negativa: 75 voltios
de voltaje de capilar, rango de masas (m/z) de 90 a 480 y carga de radiofrecuencia (RF)
de 118%.
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Figura 3.11. Espectro de masas del ién precursor (m/z 358) y del i6n de fragmentacién
(m/z 97) en una muestra patron de sinigrina.

También se optimizaron las condiciones del sistema de ionizacion por
electrospray (ESI) con el patrén de sinigrina, en este caso los parametros optimizados
fueron: 5000 voltios de voltaje de aguja, 600 voltios de placa del aerosol o
fragmentador, 50 psi de presion del gas nebulizador (N,), 25 psi de presion del gas de
secado (N,) y 250 °C de temperatura del gas de secado (N,).

Con estas condiciones optimizadas del espectrometro de masas se pudieron
detectar e identificar, en modo Full Scan (barrido completo del espectro), 11

glucosinolatos intactos (Figura 3.12).
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386>97 Glucobrasicanapina

372>97 Gluconapina

477>97 4-Metoxiglucobrasicina

477>97 Neoglucobrasicina

450>97 Glucoalisina

447>97 Glucobrasicina

J\ 388>97 Progoitrina

Abundancia (Kcuentas)

J/\\—\358>97 Sinigrina

422>97 Gluconasturtina

436>97 Glucorafanina

ﬁ 422>97 Glucoiberina

10

o

Tiempo (min)

20 30

Figura 3.12. Cromatogramas, de las masas extraidas en modo Full Scan, de los
glucosinolatos intactos presentes en una muestra de brocoli.
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Estos 11 glucosinolatos fueron clasificados en tres grupos o familias quimicas:
1. Glucosinolatos alifaticos:

a. Alquilicos: glucorafanina (436>97), glucoiberina (422>97) vy
glucoalisina (450>97).

b. Alquenilicos:  sinigrina  (358>97), gluconapina  (372>97) vy
glucobrasicanapina (386>97).

c. Hidroxialquenilicos: progoitrina (388>97).

2. Glucosinolatos inddlicos: glucobrasicina (447>97), 4-metoxiglucobrasicina
(477>97) y neoglucobrasicina (477>97).

3. Glucosinolatos aromaticos: gluconasturtina (422>97).

La cuantificacion se realizé por el método de patrén externo usando sinigrina
como estandar y expresando los resultados como pmoles sinigrina equivalente/100g pf
0 como mg sinigrina equivalente/100 g pf. Los glucosionolatos intactos totales fueron
calculados como suma de todos ellos y expresados de la misma forma que los

individuales (Fernandez-Leon et al., 2011Db).

3.3.2. Actividad Antioxidante Total

Para la determinacion de la actividad antioxidante total (AAT) se siguio el
método descrito por Cano et al. (1998). Este método se basa en la caida de absorbancia
que provoca un compuesto antioxidante al radical cromoforo ABTS (2,2'-azino-bis-(3-
etil-benzotiazolin-6-sulfénico) (Figura 3.13), estable en una disolucién de tampdn

fosfato 50 mM (pH 7,5), perdxido de hidrégeno 0,1 M y enzima peroxidasa tipo VI.

Q oH N
o> s__ N _0
>:N S S/
; OH

Figura 3.13. Estructura quimica del ABTS.
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El compuesto antioxidante es la muestra en estudio, de la que se toman 20 pl que
se hacen reaccionar durante 20 minutos sobre 1 ml de ABTS, utilizando para ello un

fotdmetro de microplacas Thermo Scientific Appliskan (Figura 3.14) a A=750 nm.

Figura 3.14. Fotdmetro de microplacas Thermo Scientific Appliskan.

La cuantificacion se llevd a cabo a través de patrén externo, Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) (Figura 3.15), a partir de la recta de
calibrado. El Trolox es un compuesto de alta capacidad antioxidante, analogo a la

vitamina E, que permite medir capacidad antioxidante. Los resultados se expresaron en

mg Trolox/100 g pf.

HO O

OH
O

Figura 3.15. Estructura quimica del Trolox.

3.3.3. Digestion in vitro

Para el estudio de la biodisponibilidad de los compuestos funcionales, las 6

muestras de brocoli y col de Milan se sometieron a un proceso de digestion in vitro
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(Figura 3.16). Se realiz6 una digestion in vitro por cada muestra, obteniéndose asi 6
extractos para cada brassica digerida, n=6 (Figura 3.2).

El fluido géstrico (FG) se prepard segin el método de la USP (United States
Pharmacopeia) (Pharmacopeia, 2000). Para ello 0,2 g de pepsina y 0,125 g de cloruro
sodico se disolvieron en agua destilada hasta un volumen final de 62,5 ml a pH 1,5. El
fluido intestinal (FI) se prepar6 en tampdn PBS (tampon fosfato salino) 0,1M. A 100 ml
de este tampodn a pH 3,4 se le afiadieron 20 mg de pancreatina, 5 mg de lipasa, 10 de
mM &cido célico y 10 mM de acido desoxicolico (Lee et al., 2003).

Para simular el proceso de digestion, a 10 g de muestra triturada (brdcoli o col
de Milan) se le afiadieron 50 ml de este fluido gastrico y se mantuvo en agitacion
durante 20 min a pH 2,2 y 37 °C en un bafio orbital con agua. Transcurrido este tiempo
el pH se ajustd 6,5 para inactivar la pepsina (Fruton, 1971) y se le afiadié 50 ml del
fluido intestinal. Se mantuvo en agitacion durante 20 mina pH 6,5y 37 °C.

Una vez digeridas, las muestran se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min a
5 °C. En el sobrenadante obtenido después de la centrifugacion se realizo el analisis de
la fraccion biodisponible, la parte solida fue la parte residual o heces (Figura 3.16). La
parte liquida se filtr6 después de centrifugarla, se congel6 a -80 °C para conservarla y se
utiliz6 posteriormente para realizar los analisis de compuestos funcionales y de
actividad antioxidante anteriormente descritos. Se realizé un andlis por cada fraccion o

extracto digerido obtenido, n=6 (Figura 3.2).

Para el calculo del porcentaje de biodisponibilidad de los compuestos
funcionales se tuvieron en cuenta los contenidos iniciales de éstos en las muestras

frescas y en las digeridas.
% Biodisponibilidad = (Biodisponible/Fresco) x 100
Donde:

Biodisponible es el contenido de los compuestos funcionales en las muestras después

de la digestion in vitro.
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Fresco es el contenido de los compuestos funcionales en las muestras frescas (0 no

digeridas).

Para calcular la bioactividad de los compuestos funcionales se tuvo en cuenta el

valor de activad antioxidante de éstos en las muestras frescas y en las digeridas.
% Bioactividad = (Bioactividad/AAT Fresco) x 100
Donde:

Bioactividad es el valor de actividad antioxidante total (AAT) en las muestras después

de la digestién in vitro.

AAT Fresco es el valor de AAT en las muestras frescas (0 no digeridas).

FG = (0,2 g pepsina + 0,125 g NaCl + 62,5 ml agua) pH 1,5
(Pharmacopeia, 2000)
10 g muestra triturada en 50 ml de FG, agitacion 20 min a pH

2,2y37°C

SubirpH a 6,5

J

FI =100 ml PBS 0,1 M (pH 3,4) + 20 mg pancreatina + 5 mg
lipasa + 10 mM &cido cdlico + 10 mM 4cido desoxicélico (Lee
et al., 2003)

Digestion Gastrica + 50 ml Fl, agitacion durante 20 min a pH

6,5y 37°C

Centrifugacion a 14000 rpm durante 10 mina 5 °C

g {

Liquido Residuo sdlido

{

Analisis de la fraccion biodisponible

Digestion
Gastrica

Digestion
Intestinal

Figura 3.16. Diagrama de digestion in vitro.
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3.3.4. Reactivos y patrones

Todos los patrones usados en las determinaciones descritas fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich SA., Madrid, Espafia, excepto los de pigmentos carotenoides que fueron

suministrados por Extrasynthese, Lyon, Francia.

Los reactivos usados en la digestion in vitro fueron adquiridos por Sigma-
Aldrich SA., Madrid, Espafa.

Los reactivos tanto de calidad HPLC, LC-MS como de analisis fueron

suministrados por Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Espafa.

El agua destilada y ultrapura MilliQ fueron obtenidas de un equipo Millipore, y

al igual que los filtros de nylon de 0,45 um fueron suministrados por Millipore Iberica,

S.A.U., Madrid, Espana.

3.3.5. Andlisis estadistico

Para el estudio estadistico se utiliz6 el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc. Chicago,
IL, USA). Los datos son expresados como media + desviacion estandar de seis analisis
y muestras independientes. Los valores de las medias fueron analizados por el test de
Student para comprobar la existencia de diferencias significativas entre ellos. Y para
estimar la correlacion entre variables se usé el test de Pearson a p<0,05 y 0,01 como

niveles de significacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados y discusion se presentan en dos partes:

Una primera (4.1) en la que se aborda la caracterizacion funcional de los dos
cultivares de brocoli, ‘Parthenon’ y ‘Moénaco (4.1.1), y de col de Milan, ‘Dama’
y ‘Leticia’ (4.1.2), mas producidos en Extremadura, con objeto de comprobar

qué cultivar de cada brassica presenta mayor valor funcional.

Los resultados obtenidos en esta parte han sido ya publicados:

Identification, quantification and comparison of the principal bioactive | ===
compounds and external quality parameters of two broccoli cultivars.
Journal of Functional Foods, 2012, 4, 465-473 E’ 2

Bioactive compounds content and total antioxidant activity of two s
Savoy cabbages. Czech Journal of Food Sciences, 2014, 32, 549-554

Y una segunda parte (4.2) donde en primer lugar (4.2.1) se estudian los
parametros funcionales de brocoli ‘Parthenon’ y de col de Milan ‘Dama’,
determinandose el contenido en compuestos funcionales y el valor de actividad
antioxidante total, asi como la correlacion entre ambos; y en segundo lugar
(4.2.2) se muestran y discuten los resultados obtenidos de biodisponibilidad y
bioactividad de los compuestos funcionales determinados en las dos brassicas

objeto de estudio, después de ser sometidas al proceso de digestion in vitro.
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4.1. Caracterizacion funcional de los cultivares de brécoli (‘Parthenon’ y ‘Ménaco)

y col de Milan (‘Dama’ y ‘Leticia’)

4.1.1. Caracterizacion funcional de los cultivares de brocoli (‘Parthenon’ y

‘Monaco’)

El brécoli (Brassica oleracea L. var. italica) se distingue por tener un gran
ndmero de compuestos funcionales tales como fenoles, glucosinolatos, carotenoides,
clorofilas y diferentes vitaminas (Vallejo et al., 2003a; Vallejo et al., 2003b; Vallejo et
al., 2003c; Vallejo et al., 2003d; Tian et al., 2005; Moreno et al., 2006; Borowski et al.,
2008). El contenido de estos compuestos varia dependiento de muchos factores
(Kurilich et al., 1999), siendo el cultivar el mas importante en la variabilidad de los

compuestos bioactivos presentes en las plantas de brécoli.

Los dos cultivares de brdcoli estudiados, ‘Parthenon’ y ‘Monaco’, fueron
cultivados en Extremadura bajo condiciones similares y cosechados con los indices de
madurez adecuados. Todos los pardmetros estudiados en el brdcoli se evaluaron con el
fin de determinar las variaciones cualitativas y cuantitativas entre los dos cultivares,

utilizando para ello los mismos procedimientos analiticos.
4.1.1.1. Acido ascorbico y actividad antioxidante

En este trabajo se tomd el contenido de &cido ascorbico como representativo de
la cantidad de vitamina C. En la Tabla 4.1 se muestra el contenido de &cido ascorbico y
el valor de la actividad antioxidante total (AAT), que fue estadisticamente superior en
brocoli ‘Parthenon’, 64,19 en comparacion con los 45,24 mg de &cido ascérbico/100 g

pf encontrados para ‘Moénaco’.

Por otro lado, el valor de la AAT determinado en ‘Parthenon’ (104,79 mg
Trolox/100 g pf) fue mas del doble que en ‘Monaco’ (45,24 mg Trolox/100 g pf). Los
valores de acido ascorbico y AAT fueron similares a los encontrados por otros autores
para los mismos cultivares (Favell, 1998; Kurilich et al., 1999; Vallejo et al., 2002;
Vallejo et al., 2003a; USDA / ARS, 2006; Singh et al., 2007; Koh et al., 2009). Se
encontré una alta correlacion (r=0,958 p<0,01), segun el test de Pearson, entre la

actividad antioxidante y el contenido en acido ascorbico (Tabla 4.2).
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4.1.1.2. Pigmentos carotenoides y clorofilicos

Los pigmentos carotenoides encontrados en los dos cultivares de brocoli fueron
B-caroteno y luteina, aunque hay estudios (Podsedek, 2007) que indican también la

presencia de zeaxantina.

La luteina y la zeaxantina son dos compuestos que con el método
cromatografico empleado en este trabajo (Garcia et al., 2007) coeluyen al mismo
tiempo, por lo que para comprobar la presencia de estos dos compuestos en las muestras
de brassicas se utilizé el método de calibracion por minimos cuadrados parciales (PLS),
utilizando los espectros de ultravioleta-visible recogidos en el pico cromatografico, y
que fue puesto a punto por nuestro grupo de investigacion. Al realizar este estudio, se
observo que el brocoli no contenia zeaxantina, sino solo luteina y p-caroteno (Gonzalez-
Gomez et al., 2012).

Para la determinacion de las clorofilas se utiliz6 también el método
quimiométrico de minimos cuadrados parciales (PLS), que fue aplicado a las sefiales
espectrofotométricas conjuntas obtenidas por la clorofila A y la clorofila B, para

cuantificarlas de forma individual (Fernandez-Leon et al., 2010).

El contenido de pigmentos carotenoides y de clorofilas se resume en la Tabla
4.1. Los resultados obtenidos fueron comparables con los de otros autores (Kurilich et
al., 1999; Garcia et al., 2005; Singh et al., 2007; Fernandez-Ledn et al., 2010).

El p-caroteno fue el principal carotenoide encontrado en brécoli. Su
concentracion fue significativamente mayor en ‘Parthenon’ que en ‘Monaco’ (0,80 y
0,71 mg B-caroteno/100 g pf, respectivamente). También se encontraron cantidades
apreciables de luteina, si bien no se observaron diferencias significativas entre cultivares

en ambos cultivares.

La luteina y el B-caroteno se encuentran solubilizados en las fracciones lipidicas
de los sistemas bioldgicos. Estos pigmentos protegen las membranas celulares de los
radicales libres (Singh et al., 2007), por lo que son considerados los antioxidantes
liposolubles mé&s importantes. Por tanto, la cantidad de P-caroteno deberia estar

relacionada con el valor AAT. Sin embargo, la prueba de correlacion de Pearson indicd
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una correlacion significativa pero baja (r=0,599 p<0,05) (Tabla 4.2). Esto puede ser
debido a que los carotenoides son especialmente sensibles a la fotoxidacion (Singh et
al., 2007), con lo que en el proceso de extraccion y analisis de los mismos podrian

haberse producido pérdidas, de ahi que la correlacion sea positiva pero baja.

Tabla 4.1. Concentracion de los principales compuestos bioactivos y actividad
antioxidante total de los cultivares de brocoli ‘Parthenon’ y ‘Monaco’.

MUESTRAS

‘Parthenon’ ‘Monaco’  Significacion
'Acido Ascorbico 64,19+3,65  4524+2 97 *k
!p-caroteno 0,80+0,03 0,71+0,09 *
'Luteina 0,60+0,01 0,54+0,09 ns
IClorofila A 9,38+1,17 8,07+0,74 *
IClorofila B 3,24+0,42 3,23+0,39 ns
Contenido Fendlico Total 147,15+5,86  81,55+3,02 *x
1Ac. Galico 1,80+0,09 1,85+0,34 ns
Acidos lAc. Clorogénico 1,380,223  0,96+0,10 o

Fendlicos
Ac. Sinépico 1,25+0,56 0,64+0,01 *
'Quercetina 6,02+0,22 4,44+0,09 o
Flavonoides

'Kaempferol 3,29+0,32 2,28+0,14 %
SAAT 104,79+0,39  92,74+0,86 *x

TExpresado como mg/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg &c. clorogénico equivalente/100 g peso fresco.
¥ Expresado como mg Trolox/100 g peso fresco.

MediaxDesviacion estandar, n=6.

(ns) no existen diferencias significativas entre los valores.

(*) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,05).

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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Tabla 4.2. Correlaciones entre los diferentes parametros estudiados y la actividad
antioxidante total (AAT) mediante el test de Pearson.

Correlaciéon de Pearson

Parametros AAT
Acido Ascorbico 0,958(**)
B-caroteno 0,599(*)
Clorofila A 0,590(*)
Contenido Fendlico Total 0,987(**)
'Acidos Fenolicos 0,787(**)
?Flavonoides 0,972(**)
Glucosinolatos Totales 0,967(**)

T Acidos Fenélicos: galico, clorogénico y sinapico.

2 Flavonoides: quercetina y kaempferol.

(*) La correlacién es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
(**) La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Con respecto a los valores de clorofila (Tabla 4.1), la clorofila A fue el pigmento
mas abundante en los brocolis estudiados, observandose mayor concentracion en
‘Parthenon’ que en ‘Modnaco’ (9,38 y 8,07 mg clorofila A/100 g pf, respectivamente).
Resultados similares han sido obtenidos por otros autores para diferentes vegetales
verdes (Khachik et al., 1986; Burns et al., 2003; Garcia et. al., 2005). Para la clorofila B

no se observaron diferencias significativas entre los dos cultivares de brécoli estudiados.

Las clorofilas son los pigmentos fitoquimicos mas abundantes en las plantas
superiores. Ademas, Lai et al. (1980) demostraron una relacion entre la actividad anti-
mutagénica y antioxidante y el contenido de clorofila de una serie de extractos vegetales
comunes. Tambiéen se ha encontrado que la clorofila A es mas eficaz contra los radicales
libres que la clorofila B (Ferruzzi et al., 2002). Se estudio la correlacion entre el
contenido de clorofila A y el valor de actividad antioxidante en estos dos cultivares de

brécoli, que resultd significativa pero baja (r=0,590 p<0,05) (Tabla 4.2),
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aproximadamente del mismo orden de magnitud que la del B-caroteno, debido también a
que las clorofilas son fotosensibles (Singh et al., 2007) y por tanto resulta casi inevitable

que se produzcan pérdidas en su extraccion.

Ademas, los datos de correlacion obtenidos para el B-caroteno y la clorofila A,
estan deacuerdo a los publicados por otros autores (Singh et al., 2007; Podsedek et al.,
2006; Koh et al., 2009) que indican que son, de forma general, los pigmentos
carotenoides y clorofilicos los que menos contribuyen a la actividad antioxidante total
en las brassicas (Tabla 4.2).

4.1.1.3. Compuestos fenolicos

En la Tabla 4.1 se muestra el contenido fendlico total de los dos cultivares de
brécoli, expresado como mg de ac. clorogénico equivalente/100 g de peso fresco (pf).
Dicho contenido concuerda con los valores encontrados en la literatura (Sousa et al.,
2008; Koh et al., 2009), con diferencias estadisticas entre ambos cultivares, siendo el
contenido fenolico total mayor en ‘Parthenon’ que en ‘Monaco’ (147,15 y 81,55 mg ac.
clorogénico equivalente/100 g pf, respectivamente). Ademas, los valores de actividad
antioxidante encontrados estuvieron muy correlacionados (r=0,987 p<0,01) con el alto
contenido fendlico total en esta planta (Ou et al., 2002; Wu et al, 2004; Podsedek, 2007)
(Tabla 4.2).

Teniendo en cuenta los compuestos fendlicos individuales determinados (Tabla
4.1), los resultados obtenidos en este trabajo fueron comparables con los encontrados en
la literatura (Vallejo et al., 2003c; Vallejo et al., 2003d; USDA/ARS, 2007; Koh et al.,
2009), siendo la quercetina el compuesto fendlico mas abundante seguido del
kaempferol. Se observaron diferencias significativas en el contenido de acidos fenolicos
y flavonoides determinados en ambos cultivares de brécoli. Los contenidos fueron
mayores en el cultivar ‘Parthenon’ (1,38 mg 4c. clorogénico, 1,25 mg ac. sinapico, 6.02
mg quercetina y 3,29 mg kaempferol por 100 g de peso fresco) que en el cultivar
‘Moénaco’ (0,96 mg &c. clorogénico, 0,64 mg &c. sinapico, 4,44 mg quercetina 'y 2,28 mg
kaempferol por 100 g de peso fresco); sin embargo, en el caso del &cido galico no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos cultivares de

brécoli.
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En la Tabla 4.2 se resumen las correlaciones, segun la prueba de Pearson, entre
los valores de actividad antioxidante total y el contenido en &cidos fendlicos (r=0,787
p<0,01) y en flavonoides (r=0,972 p<0,01). Los compuestos flavonoides son muy
abundantes en las brassicas, por lo que deben ser los que méas contribuyen a la capacidad
antioxidante de estos vegetales (Ou et al., 2002; Wu et al., 2004; Podsedek, 2007;
Ferndndez-Lebn et al., 2011a), como se puede deducir del valor del coeficiente de

correlacion.
4.1.1.4. Glucosinolatos intactos

Existe una gran diversidad de compuestos de este tipo, también Ilamados
tioglucdsidos, que estan presentes en las hortalizas de la familia de las Cruciferas o
Brasicaceas. Esta demostrado que, tanto los glucosinolatos (GS) como algunos de sus
derivados (isotiocianatos), son anticancerigenos (Wong et al., 1998). Los principales
isotiocianatos son: sulforafano, derivado de la glucorafanina; alil isotiocianato, derivado
de la sinigrina; crambeno, derivado de la progoitrina; indol-3-carbinol, derivado de la
glucobrasicina y fenetil isotiocianato, derivado de la gluconasturtina (Keck y Finley,
2004).

Los glucosinolatos encontrados se clasificaron teniendo en cuenta su estructura
quimica, y los valores obtenidos para las brassicas estudiadas (Tabla 4.3), expresados en
mg de sinigrina equivalente/100 g (pf), estuvieron en el rango de concentraciones
encontrado por otros autores para otros cultivares de brocoli (Kushad et al., 1999; Ciska
et al., 2000; Vallejo et al., 2002; Tian et al., 2005; Cartea et al., 2008Db).

Los 11 glucosinolatos identificados fueron clasificados en tres familias

quimicas:
1) Aliféaticos:
- Alquilicos: glucorafanina, glucoiberina y glucoalisina
- Alquenilicos: sinigrina, gluconapina y glucobrasicanapina
- Hidroxialquenilicos: progoitrina

2) Inddlicos: glucobrasicina, 4-Metoxiglucobrasicina y neoglucobrasicina
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3) Aromaticos: gluconasturtina

Se observaron diferencias significativas entre los dos cultivares de brdcoli
estudiados en el contenido en glucosinolatos alifaticos totales (Tabla 4.3), mostrando el
cultivar ‘Parthenon’ mayores concentraciones que ‘Moénaco’ (72,28 y 67,83 umol
sinigrina equivalente/100 g pf, respectivamente). Sin embargo, dentro de los
glucosinolatos alifaticos se observaron diferentes comportamientos en funcion de su
estructura quimica. Asi, glucoiberina y glucoalisina (GS alquilicos) y gluconapina (GS
alquenilico) presentaron mayor abundancia en ‘Monaco’ (1,17, 1,39 y 15,35 umol
sinigrina equivalente/ 100 g de peso fresco, respectivamente) que en ‘Parthenon’ (0,12,
0,57 y 13,88 umol sinigrina equivalente/100 g pf, respectivamente). Mientras que
sinigrina y glucobrasicanapina (GS alquenilicos) fueron més abundantes en el cultivar
‘Parthenon’ (0,57 y 53,89 umol sinigrina equivalente/100 g pf, respectivamente) que en
‘Monaco’ (0,23 y 46,88 umol sinigrina equivalente/100 g pf). Por otro lado, no se
observaron diferencias significativas para glucorafanina (GS alquilico) ni progoitrina
(GS hidroxialquenilico), glucosinolatos precursores de isotiocianatos con propiedades
anticancerigenas. A diferencia de otros estudios (Tian et al., 2005; Verkerk et al., 2009),
glucorafanina no fue el glucosinolato mas abundante en los cultivares de brécoli

estudiados en nuestro trabajo.

Los derivados inddlicos constituyen los GS mas numeros en ambos cultivares
(Tabla 4.3). Se encontraron mayores concentraciones de GS inddlicos totales en
‘Parthenon’ (120,73 pumol sinigrina equivalente/100 g pf) que en ‘Moénaco’ (92,87 pmol
sinigrina equivalente/100 g pf). Dentro del grupo de GS indodlicos, el contenido de
glucobrasicina y 4-metoxiglucobrascina fue mayor en el cultivar ‘Parthenon’ (113,93 y
6,31 umol sinigrina equivalente/100 g pf, respectivamente) que en ‘Monaco’ (87.30 y
5.00 umol sinigrina equivalente/100 g pf, respectivamente), mientras que para el GS
neoglucobrasicina no fueron encontradas diferencias estadisticamente significativas
entre cultivares. EI GS glucobrasicina es el precursor del indol-3-carbinol (isotiocianato
anticancerigeno) y como se muestra en la Tabla 4.3, este compuesto es el glucosinolato
mas abundante en ambos cultivares. Resultados similares han sido publicados por otros

autores para otros cultivares de brocoli (Vallejo et al., 2002).
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Tabla 4.3. Contenido de glucosinolatos (GS) intactos en los cultivares de brécoli

‘Parthenon’ y ‘Moénaco’.

MUESTRAS
‘Parthenon’  ‘Monaco’  Significacion

'GS Totales 203,85+3,52 164,44+9,66 o

LAlifaticos
Glucorafanina 2,33+£0,03 2,03+0,65 ns
Alquilicos Glucoiberina 0,12+0,03 1,17+0,24 *x
Glucoalisina 0,57+0,10 1,39+0,20 **
Sinigrina 0,57+0,03 0,23+0,09 *k
Alquenilicos Gluconapina 13,88+0,33  15,35+0,97 *x
Glucobrasicanapina  53,89+3,00  46,88+2,40 **
Hidroxialquenilicos Progoitrina 0,92+0,17 0,77+0,18 ns
Totales 72,28+3,35  67,83%+2,19 *

Indélicos
Glucobrasicina 113,93+0,56  87,30+8,52 **
4-Metoxiglucobrasicina  6,31+0,23 5,00+0,43 *x
Neoglucobrasicina 0,50£0,11 0,57+0,26 ns
Totales 120,73+0,59 92,87+8,96 **

!Aromaticos

Gluconasturtina 10,83+0,18 3,74+0,31 **

! Expresado como pmol sinigrina equivalente/100 g peso fresco.
MediaxDesviacion estandar, n=6.

(ns) no existen diferencias significativas entre los valores

(*) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,05).
(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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Entre los glucosinolatos aromaticos, gluconasturtina fue el Unico determinado en
ambos cultivares (Tabla 4.3), encontrandose un mayor contenido en ‘Parthenon’ (10,83

umol sinigrina equivalente/ 100 g pf).

Finalmente, los resultados de la Tabla 4.3 muestran diferencias significativas en
la concentracion de glucosinolatos totales para los cultivares estudiados, siendo mayor
en ‘Parthenon’ (203,85 equivalente/100 g pf) que en el cultivar ‘Modnaco’ (3,74 umol
sinigrina equivalente/umol sinigrina equivalente/100 g pf) que en ‘Monaco’ (164,44
umol sinigrina equivalente/100 g pf).

En los vegetales del género brassica, diferentes especies del mismo género y
diferentes cultivares de la misma especie tienen concentraciones de glucosinolatos muy
variables (Kushad et al., 1999; Ciska et al., 2000; Fahey et al., 2001). Los
glucosinolatos se caracterizan por poseer una elevada capacidad antioxidante (Moreno
et al., 2006; Verkerk et al., 2009). Como se muestra en la Tabla 4.2, existe una fuerte
correlacion entre el contenido total de glucosinolatos y la actividad antioxidante
(r=0,967 p<0,01).

4.1.1.5. Resumen de resultados

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en conjunto, se puede concluir que
el cultivar ‘Parthenon’ es mas rico en B-caroteno, clorofila A, compuestos fenolicos,
acidos fendlicos, flavonoides y glucosinolatos. Ademas, este cultivar mostré valores
mas elevados de vitamina C (cuantificada como acido ascérbico) y de actividad
antioxidante in vitro. La diferencia méas destacada estuvo en la cantidad de compuestos
fenolicos totales, que en el cultivar ‘Parthenon’ fue alrededor de un 50% mayor que en
‘Monaco’. Ademas, también hay que destacar el mayor contenido de gluconasturtina
encontrado en ‘Parthenon’ respecto a ‘Mdnaco’; este glucosinolato es el precursor del

fenetil isotiocianato, compuesto anticancerigeno muy estudiado en la actualidad.
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4.1.2. Caracterizacion funcional de los cultivares de col de Milan (‘Dama’y

‘Leticia’) !

El objetivo de este trabajo fue identificar, cuantificar y comparar los compuestos
bioactivos, asi como la actividad antioxidante in vitro de dos cultivares de col de Milan,
‘Dama’ y ‘Leticia’, cultivados en Extremadura, en condiciones similares y cosechados

con los indices de calidad adecuados.
4.1.2.1. Acido ascorbico

En este estudio, la vitamina C se ha determinado como contenido de &cido
ascorbico en los dos cultivares de col de Mildn. No se observaron diferencias
significativas entre ambos cultivares en el contenido de acido ascorbico (Tabla 4.4).
Estos valores fueron maés altos que los valores medios obtenidos por Martinez et al.
(2010) para coles rizadas y similares a los obtenidos por Podsedek et al. (2006). En
general, entre los vegetales del género brassica, el repollo blanco y la col rizada son las
mas pobres en vitamina C, sin embargo, en muchos paises, estas son las hortalizas mas

populares y consumidas del género brassica (Podsedek, 2007).
4.1.2.2. Pigmentos carotenoides y clorofilicos

El contenido en carotenoides y clorofilas se resume en la Tabla 4.4. Los
resultados obtenidos fueron comparables a los publicados por otros autores (Singh et al.
2006; Singh et al., 2007; Fernandez-Leon et al., 2010; Martinez et al., 2010).

Al realizar este estudio, se observd que la col de Milan, al igual que el brocoli,
no presentaba zeaxantina, en el analisis quimiométrico-cromatografico solo se
encontraron cantidades relevantes de luteina y de p-caroteno (Gonzalez-Gémez et al.,
2012).

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de (-caroteno
para los dos cultivares de col de Milan estudiados. Sin embargo, la concentracién de
luteina fue significativamente mayor en ‘Leticia’ (0,48 mg luteina/100 g peso fresco)

que en el cultivar ‘Dama’ (0,18 mg luteina/100 g peso fresco).
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Tabla 4.4. Concentracion de los principales compuestos bioactivos y actividad

antioxidante total de col de Mildn ‘Dama’ y ‘Leticia’.

MUESTRAS
‘Dama’ ‘Leticia’>  Significacion
'Acido Ascérbico 49,06+7,52 43,69+4,86 ns
1p-caroteno 0,37+0,05 0,33+0,08 ns
'Luteina 0,18+0,02 0,48+0,03 *k
Clorofila A 2,26+0,18 1,16+0,02 xk
Clorofila B 0,85+0,04 0,50+0,01 xk
2Contenido Fendlico Total 102,71+4,10  50,00%6,51 **
YAc. Galico 0,89+0,14 0,22+0,01 xk
Acidos LAc. Clorogénico  0,20£0,01  0,54+0,08 Kok
Fendlicos
'Ac. Sinapico 1,59+0,27 0,46+0,07 xk
'Quercetina 1,21+0,03 1,27+0,16 ns
Flavonoides
'Kaempferol 1,47+0,03 1,45+0,15 ns
SAAT 56,62+2,72 43,5345,02 fala

T Expresado como mg/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg 4c. clorogénico equivalente/100 g peso fresco.
* Expresado como mg Trolox/100 g peso fresco.

MediazDesviacion estandar, n=6.

(ns) no existen diferencias significativas entre los valores.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

Con respecto a las clorofilas, la clorofila A fue el pigmento mas abundante
encontrado en los cultivares de col de Milan estudiados (Tabla 4.4), siendo su
concentracion significativamente mayor en ‘Dama’ que en el cultivar ‘Leticia’ (2,26 y
1,16 mg clorofila A/100 g peso fresco (pf), respectivamente). También hubo diferencias
significativas entre los dos cultivares para la clorofila B, siendo también mayor el valor

en el cultivar ‘Dama’ (0,85 mg clorofila B/100 g de pf) que en cultivar ‘Leticia’ (0,50
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mg clorofila B/100 g pf). Concentraciones similares a las obtenidas en este trabajo
fueron encontradas por otros autores para distintos vegetales verdes (Khachik et al.,
1986; Garcia et al., 2005; Noichinda et al., 2007).

4.1.2.3. Compuestos fenolicos

El contenido fendlico total se muestra en la Tabla 4.4, observandose diferencias
significativas entre ambos cultivares, siendo el contenido fenolico total mayor en
‘Dama’ que en ‘Leticia’ (102,71 y 50,00 mg ac. clorogénico equivalente/100 g peso
fresco, respectivamente). Los valores que se obtuvieron en este estudio fueron similares
a los obtenidos por Podsedek et al. (2006) y Martinez et al. (2010) para col de Milan, y
por Bahorun et al. (2004) para col china. En otros estudios (Chu et al., 2002; Wu et al.,
2004) se analizo el contenido fenodlico total en diferentes brassicas, realizdndose un
ranking que iba desde los 15,3 mg/100 g pf en repollo blanco hasta los 337,0 mg/100 g
pf en brocoli.

Teniendo en cuenta los compuestos fendlicos individuales, los resultados
obtenidos (Tabla 4.4) son parecidos a los indicados previamente por otros autores
(Martinez et al., 2010). Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de &cidos fendlicos, siendo mayor los valores de &c. galico y &c. sinépico en
el cultivar ‘Dama’ (0,89 mg ac. galico/100 g de pf'y 1,59 mg ac. sinapico/100 g de pf)
que en ‘Leticia’ (0,22 mg ac. galico/100 g pf y 0,46 mg ac. sinapico/100 g pf); sin
embargo el contenido de 4c. clorogénico fue mayor en ’Leticia’ que en ‘Dama’ (0,54 y
0,20 mg é&c. clorogénico/100 g pf, respectivamente). Para los flavonoides no se

observaron diferencias significativas entre ambos cultivares de col de Milan.
4.1.2.4. Glucosinolatos intactos

Las hortalizas del género brassica son la principal fuente de glucosinolatos (GS)
en la dieta humana. Se sabe que determinadas especies, variedades y cultivares difieren
con respecto al tipo y a la cantidad de GS (Fenwick et al., 1983). Cabe sefialar, que los
isotiocianatos derivados de la hidrolisis de glucosinolatos han mostrado efectos

protectores contra el cancer (Fahey et al., 2001; Keck y Finley, 2004).
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Los contenidos de GS determinados para los dos cultivares de col de Milan se
muestran en la Tabla 4.5, teniendo en cuenta la estructura quimica del GS, y estan de
acuerdo con los resultados obtenidos en estudios previos para otros cultivares col de
Milan (Ciska et al., 2000; Cartea et al., 2008b).

Se observaron diferencias significativas entre los cultivares de col de Milan
estudiados en términos de glucosinolatos alifaticos totales (Tabla 4.5), encontrandose
mayores cantidades en ‘Dama’ que en ‘Leticia’ (90,82 y 86,61 pmol sinigrina
equivalente/100 g pf, respectivamente). Sin embargo, dentro de los glucosinolatos
alifaticos se observaron diferentes comportamientos dependiendo de la estructura
quimica. El contenido de glucorafanina (GS alquilico) y glucobrasicanapina (GS
alquenilico) fue mayor en ‘Dama’ (0,47 y 47,34 umol sinigrina equivalente/100 g pf,
respectivamente) que en el cultivar ‘Leticia’ (0,26 y 35,32 umol sinigrina
equivalente/100 g pf, respectivamente). Sin embargo, gluconapina (GS alquenilico) fue
mas abundante en ‘Letica’ que en el cultivar ‘Dama’ (16,85 y 8,11 umol sinigrina
equivalente/100 g pf, respectivamente). Por otro lado, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas para glucoiberina y glucoalisina (GS alquilicos),
sinigrina (GS alquenilico) y progoitrina (GS hidroxialquenilico) entre los dos cultivares

de col de Milan estudiados.

Los derivados indolicos constituyen los GS mas abundantes en ambos cultivares
(Tabla 4.5). Se encontré mayor concentracion de glucosinolatos inddlicos totales en el
cultivar ‘Dama’ (104,41 pumol sinigrina equivalente/100 g pf) que en ‘Leticia’ (65,18
umol sinigrina equivalente/100 g pf). El mismo comportamiento se observo para los
compuestos individuales, los contenidos de glucobrasicina, 4-metoxiglucobrasicina y
neoglucobrasicina fueron significativamente mayores en ‘Dama’ (63,62, 13,07 y 27,72
umol sinigrina equivalente/100 g pf, respectivamente) que en ‘Leticia’ (44,02, 7,40 y
13,76 umol sinigrina equivalente/100 g pf, respectivamente). Glucobrasicina es el GS
mas abundante en ambos cultivares y en todos los vegetales de las especies B. oleracea,
y dependiendo del cultivar, este GS representa del 10% al 65% del total de
glucosinolatos (Ciska et al., 2000); en este estudio el GS glucobrasicina represento el

33% de los GS totales para cultivar ‘Dama’ y el 29% para el cultivar ‘Leticia’.
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Tabla 4.5. Contenido de glucosinolatos (GS) intactos en los cultivares de col de Milan

‘Dama’ y ‘Leticia’.

MUESTRAS
‘Dama’ ‘Leticia’>  Significacion

1GS Totales 195,2243,09 151,79+3,93 *%

IAlifaticos
Glucorafanina 0,47+0,10  0,26+0,08 o
Alquilicos Glucoiberina 391£0,22  3,72+0,60 ns
Glucoalisina 1,84+0,21 2,10+0,39 ns
Sinigrina 15,33+0,46 14,57+1,06 ns
Alquenilicos Gluconapina 8,11+1,17  16,85+1,78 **
Glucobrasicanapina ~ 47,34x1,17  3532%2,76 *x
Hidroxialquenilicos Progoitrina 13,81+1,33  13,79+1,14 ns
Totales 90,82+3,04  86,61+2,71 *

IIndélicos
Glucobrasicina 63,62+2,33  44,02+3,73 il
4-Metoxiglucobrasicina 13,07x0,86  7,40+2,04 *x
Neoglucobrasicina 27,72+0,63  13,76+0,36 ok
Totales 104,41+2,24  65,18+2,19 **

! Aromaticos

Gluconasturtina nd nd ns

! Expresado como pmol sinigrina equivalente/100 g peso fresco.
Media+Desviacion estandar, n=6.

(nd) no detectado.

(ns) no existen diferencias significativas entre los valores.

(*) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,05).
(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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Entre los glucosinolatos aromaticos, el GS gluconasturtina no se detectd en los
cultivares de col de Milan estudiados (Tabla 4.5). Esto sucede en otras variedades de col
(Ciska et al., 2000) y también esta de acuerdo con los resultados de Cartea et al. (2008b)
quienes encontraron que el intervalo de concentracion de este glucosinolato en coles va

desde 0,00 hasta 1,38 pumol sinigrina equivalente/100 g pf.

Finalmente, en la Tabla 4.5 se muestra la concentracion de glucosinolatos
totales, que presenta diferencias significativas entre los dos cultivares estudiados, siendo
mayor en ‘Dama’ (195,22 pmol sinigrina equivalente/100 g pf) que en ‘Leticia’ (151,79
umol sinigrina equivalente/100 g pf).

4.1.2.5. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante total (AAT) en el cultivar ‘Dama’ (56,62 mg
Trolox/100 g peso fresco) fue significativamente mayor que la de ‘Leticia’ (43,53 mg
Trolox/100 g peso fresco) (Tabla 4.4), siendo estos valores similares a los obtenidos por
otros autores (Podsedek et al., 2006).

En general, se observd una buena correlacion de Pearson entre los valores de
AAT vy el contenido de biocompuestos determinados en este estudio (Tabla 4.6). El
contenido en f-caroteno no tuvo correlacion con la AAT, el acido ascérbico tuvo una
escasa correlacién, mientras que el contenido en luteina y en clorofilas si estuvo
altamente correlacionado con el valor de actividad antioxidante total (r=0,8 p<0,01) en

los dos cultivares de col de Milan estudiados.

En cuanto a los compuestos fendlicos, en varios estudios in vitro, estos
compuestos demostraron una mayor actividad antioxidante que las vitaminas y los
carotenoides (Vinson et al., 1995; Podsedek, 2007). En nuestro estudio los altos valores
de actividad antioxidante se asociaron fuertemente (segln el coeficiente de correlacién
de Pearson r=0,913 p<0,01) con el contenido de compuestos fenolicos total en este
vegetal (Wu et al., 2004; Podsedek, 2007) (Tabla 4.6). Entre los compuestos fendlicos,
los flavonoides son muy abundantes en el género brassica y por lo tanto contribuyen de
manera importante a la actividad antioxidante de estos vegetales (Chu et al., 2002) y en

menor medida contribuyen los &cidos fendlicos.
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Tabla 4.6. Correlaciones entre los diferentes parametros estudiados y la actividad
antioxidante total (AAT) mediante el test de Pearson.

Correlaciéon de Pearson

Parametros AAT
Acido Ascorbico 0,450(*)
Luteina 0,856(**)
Clorofila A 0,876(**)
Clorofila B 0,894(**)
Contenido Fendlico Total 0,913(**)
'Acidos Fenolicos 0,844(**)
?Flavonoides 0,904(**)
Glucosinolatos Totales 0,884(**)

T Acidos Fenélicos: galico, clorogénico y sinapico.

2 Flavonoides: quercetina y kaempferol.

(*) La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
(**) La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Los glucosinolatos se caracterizan por su alta capacidad antioxidante (Moreno et
al., 2006; Verkerk et al., 2009.), por lo que cabe esperar que exista una fuerte
correlacion entre el contenido total de glucosinolatos y la actividad antioxidante, tal y
como se muestra en la Tabla 4.6 (r=0,884 p<0,01) para los dos cultivares de col de

Milan estudidados.
4.1.2.6. Resumen de resultados

Tras la comparacion de los resultados obtenidos en este trabajo para los dos
cultivares de col de Milan estudiados, se observd que ‘Dama’ presentaba mayores
contenidos que el cultivar ‘Leticia’ en la mayoria de los biocompuestos estudiados.
Ademas, el cultivar ‘Dama’ mostr6 valores mas altos de actividad antioxidante in vitro,
ya que fue el que presentdé mayores contenidos, casi el doble, en los principales

compuestos antioxidantes, tales como compuestos fendlicos totales, clorofila A y
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glucosinolatos indolicos totales. También, fue destacable la alta concentracion de
glucobrasicina encontrada en este cultivar. Por altimo, se observo que el contendio en
GS glucorafanina (precursor del sulforafano) fue aproximadamente un 50% mayor en

‘Dama’ que en cultivar ‘Leticia’.
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4.2. Compuestos funcionales en brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’ en la

fraccion biodisponible

Este apartado se divide en dos partes: una primera (4.2.1) en la que se aborda la
caracterizacion funcional y la actividad antioxidante total del brécoli ‘Parthenon’ y la
col de Milan ‘Dama’, que fueron los cultivares que presentaron un mayor contenido en
compuestos fucionales en el primer estudio (punto 4.1. En la segunda parte (4.2.2) se
muestran y discuten los resultados obtenidos de biodisponibilidad y bioactividad de esos
compuestos funcionales determinados en las dos brassicas objeto de estudio, después de

ser sometidas al proceso de digestion in vitro.

4.2.1. Compuestos funcionales y actividad antioxidante total en brocoli ‘Parthenon’ y

col de Milan ‘Dama’ en fresco
4.2.1.1. Vitamina C

En la Tabla 4.7 se muestran los valores del contenido de &cido ascorbico, acido
dehidroascorbico y vitamina C obtenidos para las dos brassicas de estudio, brécoli

‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

El contenido de vitamina C corresponde al sumatorio de los acidos ascorbico y
dehidroascorbico (producto de oxidacién del &c. ascérbico), siendo el acido ascérbico el
mayoritario en las dos brassicas. Aproximadamente el 80-85% del total del contenido en
vitamina C corresponde a acido ascérbico, expresandose como mg &c. ascorbico/100 g

peso fresco (pf).

En brocoli, el contenido de &cido ascorbico fue de 64,688 mg ac. ascorbico/100
g pf, similar a lo obtenido por otros autores (Favell, 1998; Kurilich et al., 1999; Vallejo
et al., 2002; Vallejo et al., 2003a; Franke et al., 2004; USDA/ARS, 2006; Singh et al.,
2007; Koh et al., 2009), mientras que en col de Milan fue de 50,052 mg &c.
ascorbico/100 g pf, siendo este valor mas alto que los obtenidos para col rizada por
Martinez et al. (2010), pero similares a los obtenidos por Podsedek et al. (2006). Por lo
tanto, el contenido de acido ascorbico en brocoli fue mayor que en la col de Milan,

siendo diferentes significativamente.
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No se encontraron diferencias significativas entre los valores del contenido en
acido dehidroascorbico para las dos brassicas, siendo para brocoli 12,028 mg &c.
dehidroascorbico/100 g pf y para col de Milan 11,809 &c. dehidroascorbico/100 g pf
(Tabla 4.16). EI contenido en &cido dehidroascébico varia dentro del género Brassica,
existiendo una gran variabilidad entre los valores obtenidos en diferentes estudios
(Vanderslice et al., 1990; Gokmen et al., 2000; Vallejo et al., 2003a).

Tabla 4.7. Contenido de &c. ascorbico, &c. dehidroascorbico y vitamina C en brocoli
‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

MUESTRAS
Bracoli Col de Milan Significacion
Ac. Ascorbico 64,69+2,34 50,05+2,85 *x
?Ac. Dehidroascérbico 12,03+0,65 11,81+0,76 ns
'Vitamina C 76,72+2,28 61,86+3,54 o

T Expresado como mg &c. ascorbico/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg &c. dehidroascérbico/100 g peso fresco.
MediazDesviacion estandar, n=6.

(ns) no existen diferencias significativas entre muestras.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

El mayor contenido de vitamina C se obtuvo en el brécoli, con un valor de 76,72
mg ac. ascorbico/100 g peso fresco (pf), frente a la col de Milan, 61,86 mg Ac.
ascorbico/100 g pf, siendo ambos valores significativamente diferentes. El contenido de
vitamina C varia significativamente dentro del género brassica, asi como entre y dentro
de sus subespecies (Kurilich et al., 1999; Vallejo et al., 2002; Podsedek, 2007).

El brocoli ‘Parthenon’ contiene aproximadamente un 20% mas de vitamina C
que la col de Milan ‘Dama’ (Tabla 4.16) y, aunque estas brassicas poseen menor
contenido de vitamina C que otras, como son las coles de Bruselas y la berza o col

forrajera, en muchos paises son los tipos de brassica mas populares (Podsedek, 2007).
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4.2.1.2. Carotenoides

Los valores del contenido en los carotenoides estudiados se muestran en la Tabla
4.8, y se expresan en mg/100 g pf, el contenido total de estos pigmentos se expreso

como [-caroteno, por ser éste el pigmento carotenoide mayoritario.

Tabla 4.8. Contenido de p-caroteno, luteina y carotenoides totales en brécoli
‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

MUESTRAS
Bracoli Col de Milan Significacion
'B-caroteno 0,77+0,05 0,34+0,07 *%
’Luteina 0,56+0,06 0,17+0,04 o
'Carotenoides Totales 1,33+0,03 0,51+0,06 **

! Expresado como mg B-caroteno/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg lutefna/100 g peso fresco.
MediatDesviacidn estandar, n=6.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

Se observd que tanto el B-caroteno como la luteina eran méas abundantes en el
brécoli (0,77 y 0,56 mg/100 g pf, respectivamente) que en la col de Milan (0,34 y 0,17
mg/100 g peso fresco, respectivamente), con diferencias significativas, presentando el

brdcoli un 56% mas de B-caroteno y un 70% mas de luteina que la col de Milan.

El contenido de carotenoides totales fue mayor en brocoli ‘Parthenon’, con un
valor de 1,33 mg B-caroteno/100 g pf, frente a la col de Milan ‘Dama’, 0,51 mg B-
caroteno/100 g pf, teniendo el brécoli aproximadamente un 62% mas de carotenoides
totales que la col de Milan (Tabla 4.16). Los datos obtenidos para estos compuestos
estuvieron en el rango de concentraciones encontradas por otros autores (Murkovic et
al., 2000; Sing et al., 2007; Fernandez-Leodn et al., 2014).
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4.2.1.3. Clorofilas

El contenido de pigmentos clorofilicos en las brassicas estudiadas se muestra en
la Tabla 4.9.

La clorofila A y la clorofila B son componentes genuinos de las membranas
fotosintéticas y estan presentes en una proporcion 3:1 (Chen y Chen, 1993), como se
observo en este estudio. La relacion clorofila A:clorofila B puede variar debido a las
condiciones de cultivo y ambientales (Lichtenthaler et al., 1982), y esta relacion se
considera un parametro de calidad para las hortalizas verdes, como son las dos brassicas
objeto de estudio.

La clorofila A fue el pigmento mayoritario, con valores de 8,79 mg clorofila
A/100 g pf para brocoli y 2,17 mg clorofila A/100 g pf para col de Milan,
diferenciandose significativamente, siendo en brocoli aproximadamente un 75%

superior que en col de Milan (Tabla 4.16).

La clorofila B fue el pigmento clorofilico minoritario, siendo su contenido
mayor en brécoli (3,02 mg clorofila B/100 g pf) que en col de Milén (0,82 mg clorofila
B/100 g pf), en una proporcion aproximada del 73% (Tabla 4.16).

Tabla 4.9. Contenido de clorofila A, clorofila B y contenido clorofilico total en brécoli
‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

MUESTRAS
Brocoli Col de Milan Significacion
Clorofila A 8,79+1,90 2,17+0,29 kol
?Clorofila B 3,02+0,50 0,82+0,08 bl
'Clorofila Total 11,81+1,6 2,99+0,37 o

! Expresado como mg clorofila A/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg clorofila B/100 g peso fresco.
MediazDesviacion estandar, n=6.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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Al ser la clorofila A el pigmento mayoritario, el contenido clorofilico total se
expres6 como mg clorofila A/100 g pf. Los resultados obtenidos fueron similares a los
encontrados por nuestro grupo en estudios anteriores (Garcia et al., 2005; Fernandez-
Ledn et al., 2010; Fernandez-Leon et al., 2014). Puede afirmarse que el brécoli presenta

aproximadamente un 75% mas de clorofilas totales que la col de Mil&n (Tabla 4.16).
4.2.1.4. Compuestos fenolicos

El contenido fendlico total en el brocoli y la col de Milan estudiados se muestran
en la Tabla 4.10, expresandose los resultados en mg ac. clorogénico equivalente/100 g

peso fresco (pf).

Se observé que dicho contenido era mayor en el brécoli que en la col de Milan
(140,22 y 98,61 mg ac. clorogénico equivalente/100 g pf, respectivamente), como
anteriormente ha sido referido por otros autores (Wu et al., 2004; Bernalte et al., 2007;
Koh et al., 2009). Esta diferencia puede estar influenciada, ademéas de por el tipo de
brassica, por factores como las condiciones edafoclimaticas 0 madurez en la cosecha,
asi como por el método de preparacion de las muestras (Singh et al., 2007), debido a

gue los compuestos fenolicos son especies altamente reactivas.
En la Tabla 4.10 también se muestran los valores del contenido total de &cidos

fenolicos y de flavonoles, siendo ambos significativamente mayores en brécoli.

Tabla 4.10. Contenido fendlico total, de ac. fendlicos totales y flavonoles totales en
brécoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

MUESTRAS
Bracoli Col de Milan Significacion
'Contenido Fenélico Total ~ 140,22+6,92 98,61+7,45 o
?Ac. Fenolicos Totales 4,32+0,07 2,91+0,07 **
“Flavonoles Totales 9,61+0,26 2,95+0,10 **

TExpresado como mg &c. clorogénico equivalente/100 g peso fresco.
2 Expresado como mg/100 g peso fresco.

Media+Desviacion estandar, n=6.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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Los compuestos fendlicos se dividen en dos grandes grupos, no flavonoides y
flavonoides, en el primer grupo se encuentran los acidos fendlicos y en el segundo los
flavonoles (Gimeno Creus, 2004).

El brocoli presentd mayor contenido total en acidos fendlicos y flavonoles con
valores de 4,32 mg/100 g pf y 9,61 mg/100 g pf respectivamente, siendo
significativamente diferentes a los valores que se obtuvieron para col de Milan (Figura
4.1). El brocoli ‘Parthenon’ presentd mayor contenido de flavonoles totales que de
acidos fendlicos totales, mientras que para la col de Milan los valores obtenidos de

acidos fendlicos y flavonoles fueron muy similares, siendo proximos a 3 mg/100 g pf.

12

10 **
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D

S 6 Brocoli

E» . Col de Milan
4 .
2 .
0 . .

Ac. Fenolicos Totales Flavonoles Totales

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
Figura 4.1. Contenido total de ac. fenélicos y flavonoles en brocoli ‘Parthenon’ y col de

Milan ‘Dama’.

En el brdcoli el contenido en acidos fendlicos fue un 33% superior y el de

flavonoles fue aproximadamente un 70% mas que en la col de Milan (Tabla 4.16).
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Con respecto a los compuestos fendlicos individuales, dentro del grupo de
acidos fendlicos se detectaron tres acidos (&c. galico, ac. clorogénico y ac. sinépico) y
dos flavonoles (quercetina y kaempferol) (Tabla 4.11). En las dos brassicas objeto de
estudio se observd que el contenido en cada uno de los compuestos fenolicos y
flavonoles individuales fue significativamente mayor para brdcoli que para col de
Milan, excepto el &c. sinapico que presentd una concentracion mayor en col de Milan.
Las concentraciones de los acidos fendlicos y flavonoles obtenidas, para las muestras de
brassicas estudiadas, fueron similares a las encontradas por USDA/ARS (2007) y por
otros autores (Vallejo et al., 2003c; Vallejo et al., 2003d; Koh et al., 2009).

Tabla 4.11. Contenido de &c. fendlicos individuales y flavonoles individuales en brocoli
‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

MUESTRAS
Brocoli Col de Milan Significacién
'Ac. Galico 1,2620,06 0,69+0,06 ok
Acidos 2Ac. Clorogénico  1,83+0,04  0,94+0,06 o
Fenolicos
3Ac. Sinapico 1,23+0,04 1,28+0,04 *
*Quercetina 6,42+0,25 1,19+0,05 >k
Flavonoles

>Kaempferol 3,19+0,08 1,75+0,06 ok

T Expresado como mg &c. galico/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg &c. clorogénico/100 g peso fresco.

¥ Expresado como mg &c. sinapico/100 g peso fresco.

* Expresado como mg quercetina/100 g peso fresco.

% Expresado como mg kaempferol/100 g peso fresco.
MediazDesviacion estandar, n=6.

(*) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,05).
(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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Dentro del grupo de &cidos fendlicos individuales, fue el &cido clorogénico el
que mayor valor presentd para brocoli (1,83 mg &c. clorogenico/100 g pf), mientras que
para col de Milan fue el &cido sinapico, con una concentracion de 1,28 mg A&c.
sinapico/100 pf. En brdcoli el principal acido fendlico fue el ac. clorogénico, seguido
del ac. galico y por altimo el &c. sindpico. Sin embargo en col de Milan fue el &c.
sinépico el principal, luego el &c. clorogénico y por altimo el &c. galico, todos ellos de

concentraciones significativamente diferentes.

Para el grupo de los flavonoles, al analizar los compuestos individuales, también
fue en brécoli donde se encontraron mayores concentraciones de todos ellos, siendo el
mayoritario la quercetina, cuya concentracion fue aproximadamente un 81% superior
que en col de Milén (Tabla 4.11). Mientras que el flavonol individual mayoritario para
col de Milan fue el kaempferol, cuya concentracién fue un 32% superior a la de la

quercetina en esta misma brassica.

De todos los compuestos fendlicos individuales detectados, fue el flavonol
quercetina el que mayor concentracidon presentd en brocoli ‘Parthenon’, al igual que en
otros trabajos (Fernandez-Leon et al., 2012) y para col de Milan ‘Dama’ el compuesto
fendlico individual mayoritario fue el flavonol kaempferol (Martinez et al., 2010).

4.2.1.5. Glucosinolatos intactos

Los glucosinolatos encontrados en ambos tipos de brassicas se clasificaron
teniendo en cuenta su estructura quimica, y los valores obtenidos (Tabla 4.12) fueron

expresados en mg de sinigrina equivalente/100 g de peso fresco (pf).

Se observd que el contenido total de glucosinolatos fue mayor en el brdcoli
‘Parthenon’ (74,24 mg sinigrina equivalentes/100 g pf) que en la col de Milan ‘Dama’
(70,77 mg sinigrina equivales/100 g pf). Resultados similares se obtuvieron para el
contenido total de glucosinolatos inddlicos y aromaticos, siendo respectivamente un 5%
y un 99% mayor en el brécoli que en la col de Milan (Tabla 4.17). Sin embargo, este
comportamiento no se mantuvo en el caso de los glucosinolatos alifaticos, cuya
concentracion resulto ser aproximadamente un 9% mayor en la col de Milan que en el

brocoli (Figura 4.2).
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(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

Figura 4.2. Contenido de los tres grupos de glucosinolatos estudiados en brécoli
‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

Como ya se ha comentado anteriormente, el contenido total de glucosinolatos
alifaticos (Tabla 4.12) fue mayor para col de Milan ‘Dama’ (30,98 mg sinigrina
equivalente/100 g pf) que para brocoli ‘Parthenon’ (28,09 mg sinigrina equivalente/100
g pf), aunque dentro de esta familia se observaron comportamientos diferentes para los

distintos conjuntos de compuestos identificados (Figura 4.3).

En el caso de los GS alifaticos (Tabla 4.12) para los grupos alquilico e
hidroxialquenilico se encontrd6 un mayor contenido en col de Milan que en brdcoli,
mientras que para el grupo de alquenilicos sucedié lo contrario, siendo las
concentraciones de estos compuestos para las dos Dbrassicas estudiadas

significativamente diferentes (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Contenido de los tres grupos de glucosinolatos alifaticos estudiados en
brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

En los GS alquilicos se observé que el contenido de glucorafanina (precursor del
sulforafano) fue mayor en brocoli que en col de Milan, sin embargo, la concentracion de

glucoiberina y de glucoalisina fue mayor en col de Milan (Tabla 4.12).

Para los GS alquenilicos, el contenido de sinigrina, GS precursor del alil
isotiocianato, fue mayor en col de Milan, mientras que los de gluconapina y de
glucobrasicanapina fueron mayores en brocoli, con valores 5,86 mg sinigrina

equivalente/100 g pf y 19,89 mg sinigrina equivalente/100 g pf, respectivamente.

El Unico GS identificado dentro del grupo de los GS alifaticos
hidroxialquenilicos fue la progoitrina (precursor del crambeno), con un contenido

significativamente mayor en col de Milan (5,67 mg sinigrina equivalente/100 g pf).
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Tabla 4.12. Contenido en glucosinolatos (GS) intactos en brocoli ‘Parthenon’ y col de

Milan ‘Dama’.

MUESTRAS
Bracoli Col de Milan Significacion

'GS Totales 74,24+0,82  70,77+0,91 *x

'Alifaticos
Glucorafanina 1,24+0,13 0,19+0,01 **
Alquilicos Glucoiberina 0,26+0,01 1,49+0,03 xx
Glucoalisina 0,30£0,01 0,73+£0,01 *x
Sinigrina 0,26+0,01 3,06+0,06 ol
Alquenilicos Gluconapina 5,86+0,09 3,64+0,02 *x
Glucobrasicanapina  19,89+0,16  16,19+0,47 *x
Hidroxialquenilicos Progoitrina 0,28+0,01 5,67+0,05 *x
Totales 28,09+0,25  30,98+0,59 **

!Indélicos
Glucobrasicina 39,01+0,48  25,90+0,42 *x
4-Metoxiglucobrasicina  2,73+0,15 5,01+0,05 fale
Neoglucobrasicina 0,19+0,01 8,86+0,08 fale
Totales 41,93+0,60  39,77+0,48 **

I Aromaticos

Gluconasturtina 4,23+0,07 0,02+0,01 *x

! Expresado como mg sinigrina equivalente/100 g peso fresco.

Media+Desviacion estandar, n=6.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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El GS alifaitico mayoritario para las dos brassicas estudiadas fue
glucobrasicanapina, siendo su contenido aproximadamente un 19% mayor en brocoli

que en col de Milan.

En los GS inddlicos (Tabla 4.12) se observé que el contenido total fue mayor en
el brocoli ‘Pathenon’ que en la col de Milan ‘Dama’ (41,93 y 39,77 mg sinigrina
equivalente/100 g pf, respectivamente). EI GS indolico glucobrasicina (precursor del
indol-3-carbinol) fue el mas abundante en las brassicas estudiadas, siendo su
concentracion mayor en brocoli (39,01 mg sinigrina equivalente/100 g pf). Por el
contrario, los otros dos GS de este grupo detectados, 4-metoxiglucobrasicina y
neoglucobrasicina, fueron mas abundantes en col de Milan, aproximadamente un 46% y

98%, respectivamente.

La glucobrasicina es el glucosinolato mayoritario en todas las especies de
Brassica oleracea, variando su contenido entre el 10% y el 65% del total de
glucosinolatos dependiendo del cultivar (Ciska et al.,, 2000). En este estudio, el
contenido de glucobrasicina representd aproximadamente el 53% del contenido total de

GS en brocoli ‘Parthenon’, y el 37% en col de Milan.

El dnico glucosinolato aromatico identificado fue la gluconasturtina (precursor
del fenetil isotiocianato), cuya concentracion fue aproximadamente un 99% superior

mayor en brocoli que en col de Milan (Tabla 4.12).

Los resultados obtenidos para el contenido de glucosinolatos totales en brdcoli y
col de Milan son similares a los referidos por otros autores (Kushad et al., 1999; Vallejo
etal., 2002; Tian et al., 2005; Fernandez-Ledn et al., 2012).

Por dltimo, referir que el contenido de glusosinolatos en el género brassica es
altamente variable y depende del cultivar asi como de las diferentes condiciones
agroclimaticas, de conservacion, de preparacion, que también afectan a los demas
compuestos funcionales (Kushad et al., 1999; Ciska et al., 2000; Fahey et al., 2001).

4.2.1.6. Actividad antioxidante total (AAT)

Los compuestos con actividad antioxidante estan implicados en la neutralizacion

de los radicales libres, que son los causantes del dafio oxidativo a proteinas, lipidos y
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acidos nucleicos, desempefiando una funcion de prevencién de enfermedades

degenerativas (Pineda Alonso et al., 1999).

En la Tabla 4.13 se muestran los valores de actividad antioxidante total para
brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’, que fueron similares a los obtenidos por
otros autores para brécoli (Fernandez-Ledn et al., 2012) y col de Milan (Podsedek et al.,
2006).

Tabla 4.13. Contenido de la actividad antioxidante total (AAT) en brocoli ‘Parthenon’ y
col de Milan ‘Dama’.

MUESTRAS

Bracoli Col de Milan Significacion

AAT 231,70+2,92 130,59+15,06 **

! Expresado como mg Trolox/100 g peso fresco.
MediaxDesviacion estandar, n=6.
(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

Los resultados se expresaron en mg de Trolox/100 g pf, siendo el valor de
actividad antioxidante total un 44% mayor para brocoli que para col de Milan (231,70 y
130,59 mg Trolox/100 g pf, respectivamente). Esto se debe fundamentalmente a que el
contenido en compuestos funcionales totales fue también superior en el brécoli que en
col de Milan (Tablas 4.16 y 4.17), estando muy relacionados la actividad antioxidante
total y el contenido en compuestos funcionales (Podsedek, 2007).

4.2.1.7. Correlacion entre los diferentes parametros estudiados y la actividad
antioxidantes total (AAT)

En las Tablas 4.14 y 4.15 se muestran las correlaciones, mediante el test de
Pearson, entre los parametros estudiados y la actividad antioxidante total (AAT) para las

dos brassicas estudiadas.
Vitamina C

La vitamina C, constituida por el acido ascérbico y su producto de oxidacién, el
acido deshidroascérbico, tiene muchas funciones bioldgicas en el cuerpo humano. Block

et al. (2004) encontraron que la vitamina C puede reducir los niveles de la proteina C
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reactiva (CRP), un marcador de la inflamacién y posible indicador de enfermedades
cardiovasculares. Mas del 85% de la vitamina C consumida en la dieta humana procede
de frutas y hortalizas (Lee y Kader, 2000). EI consumo de hortalizas del género
Brassica esta asociado con una menor incidencia y mortalidad por diferentes

enfermedades crénicas (Hughes y Ong, 1998).

De acuerdo con el test de Pearson la vitamina C y la AAT estan altamente
correlacionadas en ambas brassicas (r=0,9 p<0,01) (Tabla 4.14). El &cido ascorbico es el
componente mayoritario de la vitamina C y también se encontré una alta correlacion
con la AAT (r=0,996 y 0,964 para brocoli y col de Milan, respectivamente, p<0,01).
Otros autores también encontraron esta alta correlacién, comprobando que el acido
ascorbico era un cofactor enzimatico que actlia evitando la oxidacion celular y capaz de
regenerar el a-tocoferol (Davey et al., 2000). Para el otro componente de la vitamina C,
acido dehidroascorbico, se encontr6 una baja correlacion con la AAT para las dos
brassicas (r~0,5 p<0,05), esto lo explican estudios que aseguran que es la especie menos

reactiva y bioactiva de la vitamina C (Davey et al., 2000; Podsedek, 2007).
Carotenoides

Los carotenoides (carotenos y xantofilas) son de color amarillo, naranja y rojo, y
son pigmentos que estan presentes en frutas y hortalizas. Los pigmentos carotenoides
son antioxidantes naturales lipofilicos y existe, por lo tanto, una gran correlacion entre
el contenido total de estos compuestos y el valor de actividad antioxidante (Podsedek,
2007), como se observa en la Tabla 4.14. La importancia de estos compuestos en la
dieta radica en que no somos capaces de sintetizarlos, por lo que debemos incorporarlos

mediante la alimentacion.

Los dos carotenoides estudiados, B-caroteno y luteina, son pigmentos que
protegen a las membranas celulares de los radicales libres (Singh et al., 2007),
existiendo una alta correlacion de estos dos pigmentos con la AAT y observandose una

mayor correlacion en el brécoli (r=0,9 p<0,01) que en la col de Milan ((r=0,8 p<0,01).

El B-caroteno es un precursor de la vitamina A, y es un captador de radicales
libre gracias a sus enlaces conjugados. Una baja ingesta de este pigmento se ha

relacionado con tasas mas altas de cancer y enfermedades cardiovasculares, asi como un
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mayor riesgo de infarto de miocardio entre los fumadores (Rice-Evans et al., 1997). La
luteina no es transformada en retinol, pero se ha relacionado con una reduccion de la
degeneracion de la macula ocular y también evita la progresion de las cataratas (Bone et
al., 1997; Singh et al., 2006).

Clorofilas

Las clorofilas son los pigmentos mayoritarios en los vegetales y, como se puede
observar en la Tabla 4.14, existe una elevada correlacion entre el contenido de estos
pigmentos y la actividad antioxidante encontrada en las dos brassicas estudiadas (r~0,9
p<0,01, para brocoli; y r=0,8 p<0,01, para col de Milan) como ha sido puesto de

manifiesto por otros autores (Lai et al., 1980; Fernandez-Leon et al., 2012).

Los estudios realizados por Lai y colaboradores en 1980 ya demostraron una
relacién entre la actividad antimutagénica y antioxidante y el contenido de clorofila de
una serie de extractos vegetales comunes. Diferentes autores indicaron que la clorofila
A (clorofila mayoritaria) es mas eficaz contra los radicales libres que la clorofila B (Lai
et al., 1980; Ferruzzi et al., 2002).

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos poseen diferentes actividades bioldgicas, pero las mas
importantes son la actividad antioxidante, el efecto protector capilar y el efecto
inhibidor en diversas etapas de tumores (Kuntz et al., 1999; Czeczot, 2000). Los
compuestos fendlicos son capaces de reaccionar con las especies reactivas del oxigeno,
debido a sus propiedades de donadores de electrones. En muchos estudios in vitro, estos
compuestos han demostrado una mayor actividad antioxidante que las vitaminas y los
carotenoides (Vinson et al., 1995; Re et al., 1999).

Como se puede observar en la Tabla 4.14, existe una gran correlacién entre el
contenido en fenoles totales y el valor de actividad antioxidante para las brassicas
estudiadas (r=0,9 p<0,01). Esto es debido a que los fenoles son los compuestos
funcionales méas abundantes en las brassicas y por tanto tienen una gran contribucion a

la capacidad antioxidante total (Podsedek, 2007).
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Tabla 4.14. Correlaciones entre los diferentes parametros estudiados y la actividad
antioxidante total (AAT), mediante el test de Pearson, para las dos brassicas.

MUESTRAS
Brocoli Col de Milan
Correlacion de Pearson

Parametros AAT
Vitamina C 0,978(**) 0,941(**)
Ac. Ascorbico 0,996(**) 0,964(**)
Ac. Dehidroascorbico 0,590(*) 0,548(*)
Carotenos Totales 0,996(**) 0,837(**)
p-caroteno 0,992(**) 0,826(**)
Luteina 0,997(**) 0,846(**)
Clorofila Total 0,947(**) 0,813(**)
Clorofila A 0,948(**) 0,846**)
Clorofila B 0,944(**) 0,799(**)
Contenido Fendlico Total 0,991(**) 0,931(**)
Ac. Fendlicos Totales 0,997(**) 0,951(**)
Ac. Gélico 0,990(**) 0,952(**)
Ac. Clorogénico 0,997(**) 0,834(**)
Ac. Sinapico 0,789(**) 0,966(**)
Flavonoles Totales 0,998(**) 0,994(**)
Quercetina 0,996(**) 0,956(**)
Kaempferol 0,998(**) 0,934(**)

(*) La correlacién es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
(**) La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Los compuestos fendlicos se dividen en &cidos fendlicos y flavonoles, ambos
grupos tienen una alta correlacion con la AAT (r=0,9 p<0,01). Dentro de los &cidos
fenolicos, para el acido clorogénico, minoritario en col de Milan, y para el &cido
sinapico (minoritario en brocoli) se obtuvieron correlaciones de r=0,8 p<0,01 (Tabla
4.14).

Hay que destacar el elevado contenido en compuestos flavonoides (quercetina y
kaempferol fundamentalmente) en las dos brassicas estudiadas. Dichos compuestos
fendlicos, segin autores como Podsedek (2007), poseen una gran capacidad
antioxidante, y por tanto la correlacion encontrada entre ellos y la actividad antioxidante
fue elevada para ambas brassicas, r~0,9 p<0,01 (Tabla 4.14), como ya habia sido puesto
de manifiesto por otros autores (Ou et al., 2002; Wu et al., 2004; Podsedek, 2007;
Fernandez-Leodn et al., 2011a).

Glucosinolatos

Finalmente en la Tabla 4.15 se muestran los datos de las correlaciones de
Pearson entre el valor de actividad antioxidante y el contenido de glucosinolatos (GS)
para las dos brassicas estudiadas. Se observd una elevada correlacion (r=0,9 p<0,01),
como cabia esperar, ya que una caracteristica importante de los glucosinolatos es su
capacidad antioxidante (Moreno et al., 2006; Verkerk et al., 2009).

Hay que sefialar que, de los tres grupos en los que se han clasificado los
glucosinolatos, los alifaticos totales fueron los que presentaron menor correlacion con la
AAT (r=0,8 p<0,01), sin embargo los GS alifaticos individuales presentaron

correlaciones de r=0,9 p<0,01, para ambas brassicas.

En las dos brassicas el glucosinolato mayoritario fue el GS inddlico

glucobrasicina, que presento una alta correlacién con la AA (r=0,9 p<0,01).

Por ultimo el GS gluconasturtina, que fue el Gnico glucosinolato aromatico
detectado en brécoli y col de Milan, tuvo una también una alta correlacion con la AAT
(r=0,9 p<0,01).
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Tabla 4.15. Correlaciones entre los diferentes glucosinolatos intactos estudiados y la
actividad antioxidante total (AAT) mediante el test de Pearson, para las dos brassicas.

MUESTRAS
Brocoli Col de Milan
Correlacion de Pearson
Parametros AAT

Glucosinolatos Totales 0,989(**) 0,947(**)
Alifaticos Totales 0,843(**) 0,862(**)
Glucorafanina 0,961(**) 0,957(**)
Alquilicos Glucoiberina 0,988(**) 0,941(**)
Glucoalisina 0,989(**) 0,945(**)
Sinigrina 0,982(**) 0,943(**)
Alquenilicos Gluconapina 0,980(**) 0,947(**)
Glucobrasicanapina 0,998(**) 0,991(**)
Hidroxialquenilicos Progoitrina 0,994(**) 0,948(**)
Inddlicos Totales 0,992(**) 0,949(**)
Glucobrasicina 0,989(**) 0,950(**)
4-Metilglucobrasicina 0,992(**) 0,944(**)
Neoglucobrasicina 0,989(**) 0,949(**)
Ardmaticos Totales 0,982(**) 0,947(**)
Gluconasturtina 0,982(**) 0,947(**)

(**) La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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4.2.1.8. Cuadros resumen de la composicion funcional de las brassicas estudiadas

En las Tablas 4.16 y 4.17 se muestra de forma resumida la comparacion entre las
dos brassicas estudiadas, teniendo en cuenta su contenido en compuestos funcionales y

su valor de actividad antioxidante total.

Tabla 4.16. Tabla de comparacion de los parametros funcionales estudiados.

MUESTRAS

Parametros Brocoli Col de Milan
Vitamina C +
Ac. Ascorbico +

Ac. Dehidroascorbico = =
Carotenos Totales +
B-caroteno +
Luteina +
Clorofila Total +
Clorofila A +
Clorofila B +
Contenido Fenolico Total +
Ac. Fenolicos Totales +
Ac. Gélico +
Ac. Clorogénico +
Ac. Sinépico +

Flavonoles Totales +
Quercetina +
Kaempferol +
AAT +

(+) Mayor contenido
(=) Igual contenido
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Tabla 4.17. Tabla de comparacion de los glucosinolatos estudiados.

MUESTRAS
Parametros Brocoli Col de Milan
Glucosinolatos Totales +
Alifaticos Totales +
Glucorafanina +
Alquilicos Glucoiberina +
Glucoalisina +
Sinigrina +
Alquenilicos Gluconapina +
Glucobrasicanapina +
Hidroxialquenilicos Progoitrina +
Indolicos Totales +
Glucobrasicina +
4-Metilglucobrasicina +
Neoglucobrasicina +
Aromaticos
Gluconasturtina +

(+) Mayor contenido

Como puede observarse en dichas tablas, el brocoli presenta un mayor contenido
en compuestos funcionales que la col de Milan, y, por tanto, mayor actividad
antioxidante. Como consecuencia de ello, la capacidad funcional del brécoli es mayor

que la de la col de Milan, asi como su valor afadido.
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4.2.2. Biodisponibilidad y bioactividad tras la digestion in vitro

La actividad bioldgica in vitro de cualquier compuesto funcional o bioactivo
siempre vendra condicionada inequivocamente por su estabilidad digestiva, la extension
de su absorcion y el metabolismo sufrido. Por lo tanto, los estudios de biodisponibilidad
y metabolismo resultan fundamentales para el conocimiento de las concentraciones a las
que dichos compuestos son biodisponibles y ejercen su actividad biolégica (Kroon et
al., 2004).

Asi, se hizo un estudio de digestion in vitro de los dos tipos de brassicas, como
se detall6 en Materiales y Métodos, para conocer el efecto que produce sobre los

compuestos bioactivos estudiados.
4.2.2.1. Contenido biodisponible de vitamina C. Porcentaje de biodisponibilidad

En la Tabla 4.18 se muestran los valores del contenido de ac. ascorbico, &c.
dehidroascorbico y vitamina C en la fraccién biodisponible de las dos brassicas en

estudio, brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’, después de la digestion in vitro.

Tabla 4.18. Media y desviacion estandar del contenido del ac. ascorbico, &c.
dehidroascorbico y vitamina C en la fraccion biodisponible de brocoli ‘Parthenon’ y col
de Milén ‘Dama’.

MUESTRAS
Brocoli Col de Milan Significacion
'Ac. Ascorbico 17,06+1,01 11,16+0,61 **
?Ac. Dehidroascorbico 3,60+0,11 3,94+0,18 ok
Vitamina C 20,66+0,94 15,10+0,69 kol

TExpresado como mg &c. ascérbico/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg &c. dehidroascérbico/100 g peso fresco.
MediaxDesviacion estandar, n=6.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

En brdcoli, el contenido de &c. ascorbico y vitamina C (suma del contenido de

ac. ascorbico y ac. dehidroascérbico) en la fraccion biodisponible fue de 17,06 y 20,66
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mg &c. ascorbico/100 g peso fresco (pf) respectivamente, concentraciones superiores a
las obtenidas para col de Milan (11,16 y 15,10 mg 4&c. ascorbico/100 g pf,

respectivamente) y siendo estos valores significativamente diferentes entre ellos.

Por el contrario el contenido biodisponible de é&c. dehidroascorbico fue

significativamente mayor en col de Milan.

En la Figura 4.4 se presentan los porcentajes de biodisponibilidad, es decir tras
el proceso de digestion, del &c. ascérbico, ac. dehidroascorbico y vitamina C en brécoli
y col de Mildn. Los porcentajes de &c. ascoOrbico y &c. dehidroascorbico fueron
significativamente diferentes entre las dos brassicas en estudio, mientras que para el

porcentaje de vitamina C no se encontraron diferencias significativas.

40

30 A
*% ns

25 A

® Brocoli
Col de Milan

%

20 A

Ac. Ascérhico Ac. Dehidroascérbico Vitamina C

(ns) no existen diferencias significativas entre muestras.
(*) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,05).
(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

Figura 4.4. Porcentaje de biodisponibilidad del ac. ascorbico, ac. dehidroascorbico y
vitamina C en brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.
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Se observo una reduccion en torno al 70-80% de estos compuestos después de la
digestion gastrointestinal in vitro, respecto al producto intacto, resultados muy similares

a los encontrados por otros autores (Pérez-Vicente et al., 2002; Vallejo et al., 2004).

Esta pérdida se puede deber a las diferencias de pH de los diferentes medios
utilizados para simular la digestion y a la presencia de oxigeno. En soluciones acuosas
el &c. ascdrbico tiene una alta afinidad por el oxigeno, oxidandose facilmente para dar
ac. dehidroascdrbico, una reaccion que es catalizada por iones metalicos. El Ac.
dehidroascorbico se puede transformar otra vez en ac. ascorbico, pero en presencia de
oxigeno es irreversible la reaccién, siendo degradado a ac. 2,3- dicetogulénico (Huelin
etal., 1971).

La forma oxidada del &c. ascorbico, ac. dehidroascérbico, se absorbe mejor, ya
que a pH fisioldgico no se encuentra ionizado, es menos hidréfilo y, por tanto, es capaz
de atravesar mejor las membranas celulares. Esta es la razon por la que el porcentaje de
biodisponiblidad del ac. dehidroascorbico es superior al del ac. ascorbico para ambas

brassicas estudiadas (Figura 4.4).

Con los resultados obtenidos para el contenido de vitamina C biodisponible, se
puede decir que la absorcién es baja, con lo que el aporte real estaria por debajo de la
dosis diaria recomendada, que para hombre es de 90 mg y para mujer de 75 mg por dia
(Dietary Reference Intake, 2000), debiéndose compensar con la ingesta de otros

alimentos ricos también en vitamina C.

Ademas, los resultados obtenidos por Yung et al. (1982) indicaron que la
absorcion del ac. ascorbico es incompleta después de la ingestion oral y que hay una
considerable variacion interindividual en el grado de absorcion. La edad y los habitos de
los consumidores son otras causas que influyen en el factor de absorcion (Brubacher et
al., 2000). Asi, en nifios y embarazadas se recomiendan cantidades mayores de 75-90
mg vitamina C/dia y para los fumadores unos 35 mg adicionales (Dietary Reference
Intake, 2000).
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4.2.2.2. Contenido biodisponible de carotenoides. Porcentaje de biodisponibilidad

Los valores de los diferentes carotenoides, asi como del contenido total,
presentes en la fraccion biodisponible de las dos brassicas estudiadas se muestran en la
Tabla 4.19, expresados como mg /100 g peso fresco (pf).

Los compuestos carotenoides, B-caroteno y luteina, presentaron valores de
biodisponibilidad significativamente superiores en brécoli que en col de Milan, al igual

que el contenido total de carotenoides.

De los dos carotenoides identificados, fue el B-caroteno el que mayor contenido
biodisponible presentd después de la digestion in vitro para brocoli (0,05 mg p-
caroteno/100 g pf). Para col de Milan se obtuvieron contenidos biodisponibles similares
para ambos carotenoides (0,01 mg/100 g pf).

Tabla 4.19. Media y desviacion estandar del contenido de P-caroteno, luteina y
carotenoides totales en la fraccion biodisponible de brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan
‘Dama’.

MUESTRAS
Bracoli Col de Milan Significacion
!g-caroteno 0,05+0,03 0,01+0,004 *
?Luteina 0,03+0,01 0,01+0,003 *
'Carotenoides Totales 0,08+0,04 0,02+0,01 *

T Expresado como mg p-caroteno/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg lutefna/100 g peso fresco.
MediatDesviacidn estandar, n=6.

(*) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,05).

En la Figura 4.5 se representan los porcentajes de biodisponibilidad del -
caroteno, luteina y carotenoides totales de brécoli y col de Milan. Como se observa no
existen diferencias significativas, entre las dos brassicas, en el porcentaje de
biodisponibilidad de luteina y carotenoides totales. Aunque se parta de un mayor
contenido inicial en brécoli, el porcentaje de biodisponibilidad es estadisticamente

semejante para ambas matrices.
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= Brécoli
Col de Milan

%

p-caroteno Luteina Carotenoides Totales

(*) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,05).
(ns) no existen diferencias significativas entre muestras.

Figura 4.5. Porcentaje de biodisponibilidad del B-caroteno, luteina y carotenoides
totales en brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

El porcentaje de biodisponibilidad del B-caroteno fue mayor en brocoli que en
col de Milan, siendo significativamente diferentes y presentando valores similares a los
encontrados por otros autores para diferentes matrices (O’Connell et al., 2007;

O’Sullivan et al., 2010).

Como se observa en la Figura 4.5 el porcentaje de biodisponibilidad de los
compuestos carotenoides estudiados es baja, no supera el 6%. Esto puede ser debido a
que, aunque la mayoria de estos pigmentos son estables al calor y a pH extremos en los
tejidos intactos de los vegetales, cuando se extraen en forma aislada se oxidan
rapidamente debido a la adicion del oxigeno sobre los dobles enlaces (Rodriguez-
Amaya, 1999; Meléndez-Martinez et al., 2004). Asi se podria explicar la importante
pérdida de estos compuestos durante la digestion in vitro realizada.

133



RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios realizados por otros autores muestran la gran variabilidad en la
absorcion de los diferentes carotenoides y la gran diferencia en la biodisponibilidad de
estos entre frutas y verduras. En general, el porcentaje de biodisponibilidad es mayor en
fruta, es decir, los carotenoides de las frutas son potencialmente mas disponibles para la
absorcion por las células gastrointestinales (O’Connell et al., 2007). Entre los
principales factores que afectan a la biodisponibilidad de los carotenoides se encuentran
la matriz alimentaria, la grasa, la fibra, la polaridad y las interacciones entre ellos
(Yeum y Russel, 2002; Faulks y Southon, 2005; Maiani et al., 2009; Ornelas-Paz et al.,
2012).

La matriz juega un papel fundamental en la biodisponibilidad de los
carotenoides. Asi, disueltos en aceite son mas absorbibles que los incorporados en la
matriz alimentaria tal como se presentan en frutas y hortalizas. Uno de los factores que
mas afecta la biodisponibilidad de los carotenoides es su liberacion de la matriz fisica
(alimento) en la cual son ingeridos y su disolucion en la fase lipidica (Parker, 1996).
Ademas, en el caso de las hortalizas verdes (como las brassicas objeto de este estudio)
los carotenoides estdn asociados a proteinas, y en hortalizas como el tomate o las
zanahorias se encuentran formando cristales. En ambos casos, las interacciones
moleculares reducen la biodisponibilidad. En relacién con el efecto matriz, es
importante tener en cuenta que el procesado mecanico y térmico puede favorecer la
liberacion de los carotenoides del alimento y por tanto su posterior absorcion (Stinco et
al., 2012).

La grasa que se consume junto a los carotenoides es muy importante en el
proceso de absorcion de los mismos, al favorecer su incorporacion en micelas para la
absorcion intestinal. Existen estudios que indican que para mejorar la absorcién de los
carotenoides es importante tener en cuenta tanto la cantidad como la naturaleza de la

grasa ingerida (Ornelas-Paz et al., 2012).

La fibra dietética parece tener un papel negativo en la absorcion de carotenoides,
lo que puede deberse a su capacidad para secuestrar las sales biliares necesarias para la

micelarizacion de carotenoides y de aumentar la viscosidad del medio gastrointestinal,
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dificultando el paso de las micelas hacia las células intestinales (Ornelas-Paz et al.,
2012).

Generalmente se acepta que las xantofilas son mas biodisponibles que los
carotenos, lo que indica que la polaridad es importante en relacién con la absorcion. De
hecho, probablemente, la micelarizacion de algunas xantofilas es mas eficiente que la de
los carotenos (Ornelas-Paz et al., 2012). Esto se puede observar en los resultados
obtenidos para la col de Milan, donde atn partiendo de mayor cantidad de B-caroteno
(caroteno) que de luteina (xantofila), se obtiene un porcentaje de biodisponibilidad

superior para luteina que para -caroteno.

Ademas, en alimentos en los que estan presentes varios carotenoides, como es el
caso de las brassicas, pueden producirse interacciones entre ellos que afecten a su

biodisponibilidad.

AUn asi, en la actualidad no hay suficientes investigaciones en este &mbito, por
lo que las cantidades diarias recomendadas para carotenoides no estan todavia bien
establecidas. Segun Dietary Reference Intake (2000) mediante el consumo de alimentos
naturales, el aporte estimado en paises industrializados por consumo de frutas y
vegetales es de 2-3 mg/dia de carotenoides, siendo el pB-caroteno el principal
componente. Se estima que en Europa el aporte medio sea de 2,5 mg/dia por persona,
aportes que incluso pueden superarse con el consumo de 5 porciones de frutas y

hortalizas llegando a 3-6 mg B-caroteno/dia.
4.2.2.3. Contenido biodisponible de clorofilas. Porcentaje de biodisponibilidad

Los valores del contenido en clorofilas en la fraccion biodisponible de brécoli y

col de Milan se muestran en la Tabla 4.20.

El contenido biodisponible de clorofila A, asi como el total, fue
significativamente superior en brocoli. Para la clorofila B no se observaron diferencias

significativas entre ambas brassicas en la fraccion biodisponible.
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Tabla 4.20. Media y desviacion estandar del contenido de clorofila A, clorofila B y
clorofila total en la fraccion biodisponible de brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan
‘Dama’.

MUESTRAS
Brocoli Col de Milan Significacion
'Clorofila A 0,16+0,05 0,06+0,01 *x
’Clorofila B 0,08+0,05 0,04+0,01 ns
'Clorofila Total 0,24+0,09 0,10+0,01 *

T Expresado como mg clorofila A/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg clorofila B/100 g peso fresco.
MediaxDesviacion estandar, n=6.

(ns) no existen diferencias significativas entre muestras.

(*) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,05).
(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

En la Figura 4.6 se presentan los porcentajes de biodisponibilidad de la clorofila
A, clorofila B y clorofila total para brocoli y col de Milan. Los valores son
estadisticamente superiores en col de Milan, siendo la clorofila B la que presentd un

mayor porcentaje de biodisponibilidad (5% aproximadamente).

Este bajo porcentaje de biodisponibilidad puede estar ligado a las alteraciones
que sufre la clorofila a pH acidos, como ocurre en el caso de los procesos de digestion.
La principal alteracion que experimenta en estas condiciones es la pérdida del &tomo de
magnesio, formando la llamada feofitina, de un color verde oliva con tonos marrones,
en lugar del verde brillante de la clorofila. Esta pérdida del magnesio se produce por
sustitucion por dos iones H*, y consecuentemente se ve favorecida por el medio acido
(Deschene et al., 1991; Zhuang et al., 1995).

Hay que tener en cuenta que los vegetales son siempre acidos, y que en el
tratamiento térmico se liberan generalmente acidos presentes en vacuolas en las células,
y que hacen descender el pH del medio, por lo que la temperatura también afecta a esta
alteracion (Deschene et al., 1991; Zhuang et al., 1995). Ademas se sabe que la clorofila

B es algo mas estable que la clorofila A a pH &cidos, como queda constancia en los
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resultados obtenidos de mayor biodisponibilidad y por tanto, menor pérdida de la
clorofila B tras la disgestion in vitro realizada (Figura 4.6).

Aunque el contenido en clorofilas fue mayor en brocoli, tanto en fresco (no
digerido) como en la fraccion biodisponible, la diferencia entre los valores en fresco y
después de la digestion gastrointestinal fue mayor, por lo que se puede afirmar que se
produjo mayor pérdida y menor absorcion de estos compuestos en brocoli que para la
col de Milén.

5 *k

**

%
w

= Brocoli
Colde Milan

ClorofilaA ClorofilaB Clorofila Total

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

Figura 4.6. Porcentaje de biodisponibilidad de la clorofila A, clorofila B y clorofila
total en brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

Los resultados obtenidos en este trabajo no se han podido comparar con otros
estudios, puesto que no se ha encontrado bibliografia referente a la biodisponibilidad de
las clorofilas. Lo que si se sabe es que la absorcion de la clorofila natural se da
practicamente solo a nivel del intestino delgado debido al carécter lipofilico (Pérez-
Galvez y Minguez-Mosquera, 2007).
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4.2.2.4. Contenido fenolico biodisponible. Porcentaje de biodisponibilidad

El contenido fendlico total, asi como el de ac. fendlicos totales y flavonoles
totales en la fraccion biodisponible de brécoli y col de Milén, después de la digestion

gastrointestinal in vitro, se muestran en la Tabla 4.21.

Como se puede observar, el contenido fendlico total sigue siendo mayor, casi el
doble, en brocoli que en col de Milan después de la digestion in vitro (69,57 y 36,11 mg
ac. clorogénico equivalente/100 g peso fresco (pf), respectivamente). Los valores

obtenidos fueron significativamente diferentes.

Tabla 4.21. Media y desviacion estandar del contenido fendlico, ac fendlicos y
flavonoles en la fraccion biodisponible de brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

MUESTRAS
Bracoli Col de Milan Significacion
Contenido Fendlico Total 69,57+6,27 36,11+2,99 *x
?Ac. Fendlicos Totales 0,8520,04 0,41%0,02 e
?Flavonoles Totales 3,89+0,08 0,79+0,03 il

TExpresado como mg &c. clorogénico equivalente/100 g peso fresco.
2 Expresado como mg/100 g peso fresco.

MediatDesviacidn estandar, n=6.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

El contenido total de ac. fendlicos en la fraccion biodisponible fue mayor en
brécoli que en col de Milan (0,85 y 0,41 mg/100 g pf, respectivamente), al igual que el
contenido total de flavonoles (3,89 y 0,79 mg/100 g pf, respectivamente). Lo mismo que
sucedia en las muestras sin digerir, se observo después de la digestion in vitro; es decir,
que el contenido de los flavonoles totales fue mayor que el contenido ac. fendlicos
totales. Aunque el comportamiento en el contenido de estos compuestos fue similar al
observado en el producto sin digerir, después de la digestion gastrointestinal in vitro la
tendencia general fue una disminucion del nivel de &c. fendlicos totales y de flavonoides
totales, al igual que observaron otros autores para otros productos alimenticios (Gil-
Izquierdo et al., 2002; Pérez-Vicente et al., 2002; Vallejo et al., 2004). En el caso de los
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flavonoides hay autores (Vallejo et al., 2004) que indican que la pérdida que se produce
en el contenido puede deberse a que durante la digestion pancreética se liberan
compuestos (macromoléculas como proteinas y fibra) capaces de asociarse con los

flavonoides impidiendo asi su absorcion.

De forma general, los compuestos fenolicos son relativamente estables, pero
pueden degradarse debido a oxidaciones quimicas, microbioldgicas y sobre todo
enzimaticas por la accién de la enzima polifenol oxidasa (PPO), que al deteriorarse las
membranas entra en contacto con los compuestos fendlicos y los oxida (Dixon, 2001).
Pero esta enzima se desactiva a pH inferior a 2 y por tanto la reaccion de oxidacion de
los compuestos fenolicos va mas lenta. Este puede ser el motivo por el que la pérdida de
estos compuestos bioactivos, tras la digestion in vitro, no sea tan acusada como en el
caso de los pigmentos carotenoides y clorofilas, ya que el pH de 1,5 con el que se
comienza la digestion, favoreceria que en este paso no se produjera la degradacion de

los compuestos fendlicos.

En la Tabla 4.22 se muestran los valores de los contenidos de los diferentes &c.
fenolicos y flavonoles individuales en la fraccion biodisponible después de la digestidn

gastrointestinal in vitro de las brassicas estudiadas.

El &c. fenodlico individual que mayor contenido biodisponible present6 en brécoli
fue el ac. clorogénico (0,35 mg &c. clorogénico/100 g pf), seguido del &c. sindpico y en
ultimo lugar el &c. gélico. En col de Milan no sucedi6 lo mismo, siendo el &c. sinapico
el que mayor concentracion presentd (0,18 mg/100 g pf) después de la digestidn

gastrointestinal in vitro.

Comparando las dos brassicas estudiadas, fue el brocoli ‘Parthenon’ el que
presentd mayor contenido de todos los &c. fendlicos individuales en la fraccion
biodisponible.

Respecto a la quercetina y el kaempferol, el contenido biodisponible fue también
mayor en bradcoli, al igual que ocurria en la muestra sin digerir. EI flavonoide individual
mas abundante en brocoli fue quercetina (2,64 mg quercetina/100 g pf), mientras que en

col de Milan fue kaempferol (0,46 mg kaempferol/100 g pf).
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Tabla 4.22. Media y desviacion estandar del contenido de los ac. fenolicos individuales

y flavonoles individuales en la fraccion biodisponible de brdocoli ‘Parthenon’ y col de
Mildn ‘Dama’.

MUESTRAS

Brocoli  Col de Milan Significacién

'Ac. Galico 0,24+0,01  0,10+0,01 faled
Acidos Fendlicos ’Ac. Clorogénico 0,350,010 0,14+0,01 *x
Ac. Sinapico 0,26£0,03  0,18+0,004 faled
*Quercetina 2,64+0,07  0,33+0,01 kel

Flavonoles
>Kaempferol 1,25+0,03  0,46+0,01 *x

! Expresado como mg &c. galico/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg &c. clorogénico/100 g peso fresco.

¥ Expresado como mg &c. sinapico/100 g peso fresco.

* Expresado como mg quercetina/100 g peso fresco.

> Expresado como mg kaempferol/100 g peso fresco.
MediazDesviacion estandar, n=6.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

En la Figura 4.7 se muestran los porcentajes de biodisponibilidad del contenido
fendlico total, &c. fendlicos totales y flavonoles totales. Como se puede observar, el
porcentaje de biodisponibilidad del contenido fendlico total no fue bajo, estando en
torno al 53-66%, valores similares a los obtenidos en otros estudios de biodisponiblidad
(Pérez-Vicente et al., 2002; Garbetta et al., 2014; Ldépez-Nicolas et al., 2014). Sin
embargo, los &c. fendlicos totales fueron los que menor porcentaje de biodisponibilidad
presentaron, siendo, por tanto, los que mayores pérdidas tuvieron después de la
digestion gastrointestinal in vitro, obteniéndose menos del 20% de biodisponibilidad,

datos que concuerdan con los obtenidos por Vallejo et al. (2004) para acidos fenolicos.
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(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

Figura 4.7. Porcentaje de biodisponibilidad del contenido fendlico total, &c. fenolicos
totales y flavonoles totales en brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

El porcentaje de biodisponibilidad de los flavonoles totales fue muy superior al
obtenido para los &c. fendlicos totales. Esto no concuerda con lo propuesto por otros
autores como Vallejo et al. (2004), Saura-Calixto et al. (2007) y Crozier et al. (2010),
quienes encuentran, en general, que la biodisponibilidad de los &cidos fendlicos es
mayor que la de los flavonoides, debido a que estos ultimos son compuestos con
estructuras quimicas mas complejas, con mayor indice de polimerizacion y
glicosilacion, por lo que su absorcion en el intestino delgado es mas dificultosa, pasando
por lo tanto al intestino grueso donde se produce la mayor parte de la absorcion, debido
fundamentalmente a la fermentacién producida por las bacterias de la flora colénica.
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El hecho de que en nuestro trabajo hayamos obtenido mayor porcentaje de
biodisponibilidad en flavonoles que en &c. fendlicos puede ser debido a que solo
realizamos digestion gastrointestinal, y no se realiz6 dialisis ni fermentacion colonica in
vitro, como proponen algunos autores (Gil-1zquierdo et al., 2002;Vallejo et al., 2004;
Saura-Calixto et al., 2007). Por lo tanto, al hacer menos pasos, se produjeron menos
pérdidas en la digestion in vitro, con el consiguiente aumento del porcentaje de

biodisponiblidad para los flavonoles totales.

Comparando las dos brassicas estudiadas, fue el brocoli ‘Parthenon’ el que
presentd mayor porcentaje de biodisponibilidad tanto en el contenido fendlico total, ac.
fenolicos totales y flavonoles, siendo significativamente diferentes sus valores respecto
a col de Milan (Figura 4.7).

Los porcentajes de biodisponibilidad de los compuestos fenolicos individuales
determinados para las dos brassicas se muestran en la Tabla 4.23.

Tabla 4.23. Media y desviacion estdndar del porcentaje de biodisponibilidad de &c.
fenolicos individuales y flavonoles individuales en brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan
‘Dama’.

MUESTRAS
Bracoli Col de Milan  Significacion

Ac. Galico 19,20+0,82  14,15+0,64 faled

Acidos Fendlicos Ac. Clorogénico  18,93+0,76  14,71+1,08 dede
Ac. Sinapico 21,13£1,65  13,77+0,39 faled

Quercetina 41,12+1,26 27,60+0,96 falad

Flavonoles

Kaempferol 39,17+0,74  26,10+1,00 e

MediatDesviacidn estandar, n=6.
(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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De forma general, se observé que tanto los porcentajes de biodisponibilidad de
los &c. fendlicos individuales como de los flavonoles individuales son

significativamente mayores en brocoli que en col de Milan.

El ac. sindpico fue el &c. fendlico individual que mayor porcentaje de
biodisponibilidad present6 en brocoli y el ac. clorogénico en col de Milan, en torno al
21 y 14% respectivamente, valores similares a los obtenidos por Vallejo et al., (2004)

para el cultivar de brocoli ‘Marathon’.

Hay que destacar que aunque para brocoli el &c. clorogénico fue el ac. fendlico
individual mayoritario en la faccion biodisponible (Tabla 4.22), fue el presentd el menor
porcentaje de biodisponibilidad de los tres ac. fenolicos individuales identificados en
este trabajo (Tabla 4.23). Para la col de Milan fue el ac. sinapico el mayoritario en la
faccion biodisponible (Tabla 4.22), pero su porcentaje de biodisponibilidad fue el menor
de los tres &c. fenolicos individuales. Por ello se puede decir que, tanto para el &c.
clorogénico en brécoli como para el &c. sinapico en col de Milan, se produjeron las
mayores pérdidas tras la digestion gastrointestinal in vitro, y por lo tanto los menores

porcentajes de biodisponibilidad.

Con respecto al porcentaje de biodisponiblidad de los flavonoles identificados de
forma individual, fue la quercetina el que presentd mayor valor en ambas brassicas
(41% para brdcoli y 27% para col de Milan). El hecho de que en col de Milan el
kaempferol fuese el mas abundante en la fraccion biodisponible (Tabla 4.22) vy, sin
embargo, el que menor porcentaje de biodisponibilidad presentd (Tabla 4.23), indica
que para este flavonol se produjeron pérdidas mayores tras la digestién gastrointestinal

in vitro.

Los resultados obtenidos en este trabajo para los compuestos fendlicos
estudiados de forma individual (ya sean acidos o flavonoles) son dificilmente
comparables con otros, ya que los datos sobre biodisponibilidad aportados por otros
estudios son escasos y controvertidos. Asi, los estudios llevados a cabo sobre
biodisponibilidad y metabolismo de estos compuestos indican que los flavonoles son
escasamente absorbidos en el intestino delgado a diferencia de los acidos fenolicos. En

la mayoria de los casos, los flavonoles se encuentran presentes en los alimentos en
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forma de combinaciones més complejas con azUcares y &cidos orgénicos alifaticos y
aromaticos, lo que hace que se disminuya sustancialmente su absorcion en el intestino
delgado, produciéndose el transito hacia el intestino grueso, donde la flora del colon
metaboliza los flavonoles presentes naturalmente en el alimento para dar lugar a
compuestos mas sencillos, fundamentalmente derivados del acido fenil-acético y fenil-
propionico (Selma et al., 2009), que son los que seran absorbidos y metabolizados por el
organismo. Sin embargo, este comportamiento también se ha observado en algunos
acidos fendlicos con o sin estructura compleja, e incluso se ha observado lo contrario
para flavonoles como la quercetina, para la cual se ha visto mejor absorcion cuando esta

como glucdésido que como aglicona (Manach et al., 2005).

4.2.25. Contenido biodisponible de glucosinolatos intactos. Porcentaje de
biodisponibilidad

En la Tabla 4.24 se presentan los contenidos de los glucosinolatos (GS) intactos

identificados en la fraccion biodisponible para brocoli y col de Milan.

El valor del contenido de los glucosinolatos totales en la fraccion biodisponible
después de la digestion gastrointestinal in vitro fue significativamente superior en
brocoli que en col de Milan, 27,50 y 22,21 mg sinigrina equivalente/100 g pf,

respectivamente.

Como se ha comentado anteriormente, los glucosinolatos se clasificaron en tres
familias: alifaticos, ind6licos y aromaticos; estos Ultimos no fueron detectados en col de
Milan, mientras que en brocoli su contenido en la fraccion biodisponible fue de 0,07 mg

sinigrina equivalente/100 g pf.

Los glucosinolatos indolicos fueron los que mayor contenido presentaron en la
fraccion biodisponible para las dos brassicas de estudio, siendo mayor en brocoli que en
col de Milén (17,34 y 13,54 mg sinigrina equivalente/100 g pf, respectivamente).

En la familia de los GS indolicos, fue la glucobrasicina el glucosinolato que
mayor contenido biodisponible presentd en las dos brassicas en estudio, siendo su valor
superior en brocoli que en col de Milan (16,56 y 11,02 mg sinigrina equivalente/100 g

pf, respectivamente).
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Tabla 4.24. Media y desviacion estandar del contenido de glucosinolatos (GS) intactos
en la fraccion biodisponible de brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

MUESTRAS
Bracoli Col de Milan Significacion

'GS Totales 27,51£0,61  22,21%0,60 *x

IAlifaticos
Glucorafanina 0,47+0,05 0,04+0,001 **
Alquilicos Glucoiberina 0,04+0,002 0,09+0,01 xx
Glucoalisina 0,03£0,001  0,024+0,002 **
Sinigrina 0,07+0,003 0,23+0,01 foled
Alquenilicos Gluconapina 1,34+0,06 0,49+0,02 *x
Glucobrasicanapina 8,07+£0,21 6,22+0,15 *x
Hidroxialquenilicos Progoitrina 0,08+0,004 1,59+0,11 *x
Totales 10,1040,23 8,67+0,22 **

Indélicos
Glucobrasicina 16,56+0,44 11,02+0,34 *x
4-Metoxiglucobrasicina  0,74+0,04 1,10+0,04 *x
Neoglucobrasicina 0,04+0,003 1,41+0,11 *x
Totales 17,34+0,48 13,54+0,44 **

!Aromaticos

Gluconasturtina 0,07+0,003 nd *x

! Expresado como mg sinigrina equivalente/100 g peso fresco.

MediatxDesviacion estandar, n=6.
(nd) no detectado.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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La segunda familia més abundante en la fraccion biodisponible fue la de los
glucosinolatos alifaticos, siendo mayor su contenido en brécoli (10,10 mg sinigrina
equivalente/100 g pf) que en col de Milan (8,67 mg sinigrina equivalente/100 g pf), al
contrario de lo que sucedio en fresco, donde fue la col de Milan la que presenté mayor

contenido en esta familia de glucosinolatos intactos.

Dentro de la familia de los aliféaticos, fue el glucosinolato glucobrasicanapina
(GS alquenilico) el que mayor valor presentd en ambas brassicas, siendo su contenido
biodisponible mayor en brocoli que en col de Milan (8,07 y 6,22 mg sinigrina

equivalente/100 g pf, respectivamente) y diferenciandose entre ellos significativamente.

La Figura 4.8 muestra los porcentajes de biodisponibilidad de las tres familias en
las que se han dividido los glucosinolatos. Como se puede observar, es el grupo de los
indolicos el que mayor porcentaje de biodisponibilidad presentd después de la digestion
gastrointestinal in vitro (41,36% para brocoli y 34,06% para col de Milan), seguido del
grupo de GS alifaticos (35,96% y 27,99 para brécoli y col de Milan, respectivamente) y
por ultimo los aromaticos (1,55% para brdcoli). Fue en el brécoli donde se obtuvieron
mayores valores en el porcentaje de biodisponibilidad de los diferentes grupos o
familias de glucosinolatos intactos (Tabla 4.25).

El hecho de obtener mayor porcentaje de biodisponibilidad y, por tanto, menores
pérdidas tras la digestion in vitro en GS inddlicos que en GS alifaticos, esta en
desacuerdo con lo observado por Vallejo et al. (2004), quienes afirman que los GS
alifaticos son mas estables que los indodlicos, por lo que las pérdidas que detectaron
después de la digestion in vitro fueron mayores en GS indolicos (73%) que en GS
alifaticos (27%). Esta diferencia con los resultados de nuestro trabajo puede ser debida a
la manera de realizar la digestion in vitro, ya que Vallejo et al. (2004) realizan ademas
una dialisis después de la digestién pancreatica (Gil-l1zquierdo et al., 2002). De todas
formas, los datos bibliograficos sobre biodisponibilidad de glucosinolatos, al igual que

del resto de biocompuestos, suelen ser a veces contradictorios.

146



RESULTADOS Y DISCUSION

45

40 -

35 A

25 A

%

m Brécoli

20 - Col de Milan

10 -

*%

B

Alifaticos Indélicos Aromaticos

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

Figura 4.8. Porcentaje de biodisponibilidad de los tres grupos de glucosinolatos
estudiados en brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

En la Tabla 4.25 se presentan los datos de los porcentajes de biodisponibilidad
obtenidos en las dos brassicas objeto de estudio para cada uno de los glucosinolatos

intactos individuales, después de la digestidn gastrointestinal in vitro.

El porcentaje de biodisponibilidad para los glucosinolatos totales fue
significativamente mayor en brécoli que en col de Milan (37,05 y 31,39%,
respectivamente). Produciéndose unas pérdidas de 63-69%, es decir, de producto no
absorbido (diferencia con el % de biodisponibilidad). Estos datos concuerdan con los
propuestos por Vallejo et al. (2004) que obtienen porcentajes de biodisponibilidad para
GS intactos de entre un 10 y 35% vy, por tanto, pérdidas de hasta un 69% para el
contenido total de glucosinolatos en brécoli tras la digestion in vitro.

De los glucosinolatos alifaticos (Tabla 4.25), fue la glucobrasicanapina la que
mayor porcentaje de biodisponiblidad present6, 40,56% en brécoli y 38,41% en col de
Milan, siendo los valores significativamente diferentes. Mientras que en los indélicos,

fue la glucobrasicina la que mayor porcentaje presentd en ambas brassicas de estudio
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(42%); ademas este GS fue el que presentd mayor porcentaje de biodisponibilidad de
todos los GS intactos identificados. Para la 4-metoxiglucobrasicina se obtuvo un
porcentaje de biodisponibilidad de 22-27%, frente al 12% encontrado por Vallejo et al.
(2004).

La gluconasturtina (detectada solo en brocoli) fue el GS aromatico que menos
porcentaje de biodisponibilidad tuvo (1,55%), siendo, por tanto, el que mayores
pérdidas present6 (98% aproximadamente) tras la digestion gastrointestinal in vitro.

Una posible explicacion para la pérdida de los glucosinolatos durante la
digestion podria ser la degradacion de estos compuestos a nitrilos a pH gastrico (pH=2-
3). Ademas, su baja estabilidad a pH intestinal (pH=6-7) puede conducir a una
descomposicion en sus productos secundarios de reaccion (isotiocianatos). Esto ocurre
cuando los tejidos de la planta se rompen y los glucosinolatos son hidrolizados por la
mirosinasa dando lugar a los siguientes compuestos: isotiocianatos, nitrilos, azufre,
tiocianatos, epitionitrilos o0 compuestos indolicos; formandose unos u otros dependiendo

del pH al que se lleve a cabo la hidroélisis (Fenwick et al., 1983; Vallejo et al., 2004).

Los glucosinolatos, de manera general, son compuestos térmicamente estables,
pero se ha visto que existe un efecto de la temperatura dependiendo de la estrutura
quimica que presenten. Asi, se han observado pérdidas significativas del glucosinolato
alifatico glucorafanina cuando la temperatura es de 20 °C o superperior (Cartea et al,
2008a; Verkerk et al., 2009; Cuomo et al., 2015). Por lo que esto también podria ser otra
causa de pérdida de ciertos glucosinolatos durante el proceso de digestion in vitro

realizado.

Hay que tener en cuenta que una cantidad considerable de glucosinolatos
intactos que provienen de los alimentos no es absorbida en el intestino delgado, siendo
degradados o hidrolizados por la microflora coldnica. Sin embargo el papel exacto de la
mirosinasa microbiana no se conoce todavia. Lo que si se sabe es que las diferencias en
las estructuras quimicas de los diferentes glucosinolatos hacen que su absorcion y
metabolismo sean diferentes (Stahl et al., 2002; Holst and Williamson, 2004).

148



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4.25. Media y desviacion estandar del porcentaje de biodisponibilidad de los
glucosinolatos (GS) intactos en brocoli ‘Parthenon’ y col de Mildn ‘Dama’.

MUESTRAS
Bracoli Col de Milan Significacion

GS Totales 37,05+1,15  31,39+1,16 **

Alifaticos
Glucorafanina 38,12+1,07  18,76+0,84 **
Alquilicos Glucoiberina 14,27+0,89  5,81+0,44 xx
Glucoalisina 11,54+0,21 3,33£0,22 *x
Sinigrina 26,02+0,82 7,46+0,13 **
Alquenilicos Gluconapina 22,90£1,23  13,39+0,56 **
Glucobrasicanapina  40,56+1,26  38,41+1,12 *
Hidroxialquenilicos Progoitrina 28,13+1,25  27,98+2,06 ns
Totales 35,96+1,11  27,93+0,91 **

Indolicos
Glucobrasicina 42,46x£1,47  42,59+1,91 ns
4-Metoxiglucobrasicina 27,09+2,85  22,03+0,74 *x
Neoglucobrasicina 21,96+1,83  15,96+1,31 *x
Totales 41,37£1,57  34,06+1,44 **

Aromaticos

Gluconasturtina 1,55+0,08 **

MediatDesviacién estandar, n=6.

(ns) no existen diferencias significativas entre muestras.
(*) existen diferencia significativas entre los valores (p<0,05).
(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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Dentro de los glucosinolatos alifaticos (Figura 4.9) se observo un
comportamiento diferente entre los glucosinolatos alquilicos, alquenilicos e
hidroxialquenilicos. El grupo que mayor porcentaje de biodisponibilidad presenté fue el
de los glucosinolatos alquenilicos, seguido de los GS alquilicos y en dltimo lugar los GS
hidroxialquenilicos, siendo los dos primeros superiores en brocoli que en col de Milén,
y ademaés sus valores fueron significativamente diferentes entre ellos, mientras que los
glucosinolatos hidroxialquenilicos no presentaron diferencias significativas entre las dos

brassicas estudiadas.
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(ns) no existen diferencias significativas entre muestras.
(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

Figura 4.9. Porcentaje de biodisponibilidad de los tres grupos de glucosinolatos
alifaticos estudiados en brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

Debido a que no hay en la actualidad estudios concluyentes sobre
biodisponibilidad y metabolismo de clorofilas, compuestos fendlicos y glucosinolatos,
no se han podido establecer aun las ingestas diarias recomendadas. De ahi la necesidad
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de profundizar més en estos estudios. Lo que si se sabe es que llevando una dieta
equilibrada y tomando al dia 5 piezas de frutas y hortalizas se alcanzarian unos niveles
de estos biocompuestos en el organismo suficientes para ejercer funciones protectoras

de la salud, tales como la capacidad antioxidante (Dietary Reference Intake, 2000).

4.2.2.6. Actividad antioxidante total (AAT) en la fraccién biodisponible. Porcentaje de

bioactividad

En la Tabla 4.26 se muestran los valores de la actividad antioxidante total en las

brassicas objeto de estudio después de la digestion in vitro.

En brocoli el valor de AAT fue casi cinco veces superior que en col de Milan
(216,07 y 40,59 mg Trolox/100 g pf, respectivamente). Esto es l6gico, puesto que, en
general, el contenido en compuestos antioxidantes, tanto en fresco (sin digerir) como

tras la digestion in vitro, fue también mayor en brécoli.

Tabla 4.26. Media y desviaciéon estandar del valor de actividad antioxidante total
(AAT) en la fraccion biodisponible de brocoli ‘Parthenon’ y col de Milan ‘Dama’.

MUESTRAS
Bracoli Col de Milan Significacion
'AAT 216,07+1,40 40,59+3,29 *x

T Expresado como mg Trolox/100 g peso fresco.
MediaxDesviacion estandar, n=6.
(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

La Figura 4.10 presenta los porcentajes de bioactividad de los compuestos
funcionales de brécoli ‘Parthenon’ y col de Mildn Dama’, que como se puede observar
fue casi tres veces superior en brocoli, siendo del 93% para brdcoli y para col de Milan

en torno al 31%.

Que el porcentaje de bioactividad sea mayor que el de biodisponibilidad esta de
acuerdo con lo descrito por otros autores como Stahl et al. (2002), quienes indican que
los compuestos bioactivos o funcionales tienen baja absorcién y por tanto baja
biodisponibilidad en el tracto gastrointestinal, ya que se trata de compuestos inestables

gue se descomponen en el proceso de digestion, generando otros metabolitos que tienen,
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si cabe, mayor actividad biolégica que los de partida. Esto ocurre con los
glucosinolatos, que se hidrolizan dando isotiocianatos, que son los que realmente

poseen la actividad antioxidante (Vallejo et al., 2004).
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(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).

Figura 4.10. Porcentaje de bioactividad (actividad antioxidante total, AAT) de los
compuestos funcionales del brocoli ‘Parthenon’ y col de Mildn ‘Dama’.

4.2.2.7. Correlacion entre los diferentes parametros estudiados y la actividad
antioxidantes total (AAT)

En las Tablas 4.27 y 4.28 se muestran las correlaciones, mediante el test de
Pearson, entre los diferentes compuestos funcionales y la actividad antioxidante total
(AAT) en la fraccion biodisponible, para las dos brassicas estudiadas.

Vitamina C

La vitamina C puede absorberse como é&cido ascérbico y como &cido
dehidroascorbico. Tanto la vitamina C como uno de sus compuestos, el ac. ascérbico,
presentaron una alta correlacion con la AAT para las dos brassicas (r~0,9 p<0,01), pero
en el caso del &c. dehidroascorbico la correlacion fue algo menor (r=0,8 p<0,01) (Tabla
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4.27), indicando esto que el acido dehidroascorbico es menos biactivo (Podsedek,
2007).

Esta alta correlacion de la vitamina C con la AAT es logica debido a sus
propiedades antioxidantes, eliminando los radicales libres que genera el propio
organismo, asi como los que proceden del exterior. La vitamina C solo permanece en
sangre 5 horas, por lo que hay que tomar alimentos ricos en esta vitamina en cada
comida, sin abusar, debido a que si se produce una ingesta excesiva de la misma puede
producirse toxicidad, provocando diarreas, piedras en el rifion, dolores de cabeza, etc
(Padayatty et al., 2003).

Si la vitamina C es ingerida a través de alimentos de origen vegetal, es dificil
que que se produzca toxicidad; sin embargo, el exceso de suplementos de vitamina C,

en dosis de mas de 2.000 mg diarios, resulta perjudicial (Padayatty et al., 2003).
Carotenoides

En la actualidad se han descrito mas de 700 carotenoides, de los cuales solo 100
forman parte de la dieta humana y de estos, so6lo unos 10 se encuentran en
concentraciones apreciables en plasma y tejidos, siendo, por tanto, los que puedan

realizar su funcién antioxidante (Britton et al., 2008).

La correlacién entre los carotenoides totales y la AAT en las brassicas sometidas
a digesition gastrointestinal in vitro no fue alta (r~0,5-0,7 p<0,05) (Tabla 4.27). Esto
puede ser debido a que la cantidad de estos pigmentos carotenoides fue
significativamente inferior después de la digestion realizada, presentando una
biodisponibilidad no superior al 6%, por lo que su contribucion a la actividad
antioxidante total también serd& menor, como queda constancia en los valores de

correlacién encontrados.

Los carotenoides pueden proteger contra especies reactivas de oxigeno, como el
oxigeno singlete, disipando la energia de excitacion de éste de forma fisica. En el
proceso de estabilizacion fisica el carotenoide no se consume y puede seguir ejerciendo
su funcion protectora (Britton et al., 2008). Ademas de este efecto antioxidante, a los

carotenoides se les atribuyen otras funciones beneficiosas para el organismo como
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accion provitaminica (p-caroteno), sefializacion celular, proteccion contra el cancer,
papel protector en ciertos trastornos oculares (luteina), efecto protector sobre la piel y

efecto sobre el sistema inmune (Britton et al., 2008; Yahia y Ornelas, 2010).
Clorofilas

Tanto para las clorofilas individuales como para la clorofila total se encontraron
mayores correlaciones con la AAT para col de Milan que para brécoli (Tabla 4.27). Esto
es debido a que, después de la digestion in vitro, la pérdida de estos pigmentos
clorofilicos fue significativamente mayor en brécoli que en col de Mil&n, con lo que

contribuyen en menor medida a la actividad antioxidante total.

Destacar la baja correlacion encontrada entre la clorofila B y la AAT para
brécoli (r=0,5 p<0,05), debido posiblemente a la menor bioactividad de este pigmento
clorofilico. Diferentes autores indicaron que la clorofila A (clorofila mayoritaria) es mas
eficaz contra los radicales libres que la clorofila B (Lai et al., 1980; Ferruzzi et al.,
2002).

Es conocida la importancia que la clorofila tiene en boténica, ya que se sabe que
es la sustancia que permite absorber la luz solar y convertirla en energia utilizable, pero

aln no es muy conocida su importancia en el mundo de la nutricion.

Hay evidencias cientificas que han demostrado que la clorofila posee potente
actividad antioxidante y quimio-protectora, y que puede usarse como agente anti-
inflamatorio para afecciones como pancreatitis (Egner et al., 2003; Tajmir-Riahi et al.,
2004).

Compuestos fendlicos

Como se muestra en la Tabla 4.27, existe una gran correlacion entre los
compuestos fendlicos y la AAT para las dos brassicas digeridas (r~0,9 p<0,01). Esto es
debido a que, de forma general, han sido los compuestos funcionales mas estables en la
digestion, es decir, los que menos pérdidas en su contenido han sufrido y por tanto, los
que mayores porcentajes de biodisponiblidad han presentado en este trabajo.
Contribuyendo asi en mayor medida a la actividad antioxidante total, tal como se refleja

en los datos de correlacion de Pearson.
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Tabla 4.27. Correlaciones entre los diferentes parametros estudiados y la actividad
antioxidante total (AAT) mediante el test de Pearson, para las dos brassicas.

MUESTRAS
Brocoli Col de Milan
Correlacion de Pearson

Parametros AAT
Vitamina C 0,990(**) 0,945(**)
Ac. Ascorbico 0,984(**) 0,940(**)
Ac. Dehidroascorbico 0,790(**) 0,785(**)
Carotenos Totales 0,513(*) 0,701(*)
B-caroteno 0,482(*) 0,614(**)
Luteina 0,564(*) 0,666(*)
Clorofila Total 0,678(*) 0,898(**)
Clorofila A 0,754(**) 0,927(**)
Clorofila B 0,523(*) 0,833(**)
Contenido Fendlico Total 0,967(**) 0,918(**)
Ac. Fendlicos Totales 0,993(**) 0,944(**)
Ac. Galico 0,995(**) 0,956(**)
Ac. Clorogénico 0,995(**) 0,943(**)
Ac. Sinépico 0,965(**) 0,967(**)
Flavonoles Totales 0,997(**) 0,963(**)
Quercetina 0,997(**) 0,965(**)
Kaempferol 0,998(**) 0,962(**)

(*) La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
(**) La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Destacar que los flavonoles son de los compuestos antioxidantes mas
importantes de la dieta. La quercetina destaca por presentar un amplio abanico de
actividades farmacoldgicas: protege frente a la osteoporosis, ciertas formas de cancer,
enfermedades pulmonares y cardiovasculares, y también frente al envejecimiento,
siendo la més significativa la actividad dosis-dependiente reductora de la tension arterial
mediante la reduccion del estrés oxidativo. Sin embargo, la evidencia sobre efectos
antioxidantes o neutralizadores de radicales libres in vivo es muy escasa, Yy
probablemente se debe a la baja biodisponibilidad de estos metabolitos (Manach et al.,
2005). Los acidos hidroxicinamicos (como el &c. clorogénico y el &c. sinapico)
presentan propiedades antioxidantes y antiinflamatorias tanto in vivo como in vitro,
contribuyendo a la proteccién del ADN y ayudando a la prevencion del Alzheimer
(Luceri et al., 2007). Se requieren nuevas investigaciones que determinen claramente las

propiedades bioactivas de estos acidos fendlicos y de sus derivados in vivo.

Glucosinolatos

En la Tabla 4.28 se presentan los valores de correlacion entre los glucosinolatos
intactos en la fraccion biodisponible y la actividad antioxidante total (AAT) para brécoli
y col de Milan.

Como se puede observar existe una alta correlacion entre los glucosinolatos y la
AAT (r=0,9 p<0,01) para ambas brassicas. Sin embargo, para la col de Milan la
correlacion entre la glucoalisina (GS alifatico aliquilico) y la actividad antioxiante total
fue menor (r=0,777 p<0,05). Esto puede ser debido a que, segun los datos obtenidos en
este trabajo, fue el glucosinolato mas inestable después de la digestion in vitro de la col
de Milén, presentando pérdidas de hasta el 97% y por tanto, contribuyendo menos a la

AAT en esta brassica.

Aunque los efectos beneficiosos asociados al consumo de cruciferas se atribuyen
a los glucosinolatos, éstos como tales no son bioactivos, sino que son sus productos de
hidrolisis, principalmente los isotiocianatos, los responsables de los efectos bioldgicos.
Entre estos efectos destacan la proteccion frente al céncer de prdstata, pulmon,
estomago, colon, pecho y vejiga, mediante la proteccion frente a agentes externos,

aumentando la capacidad antioxidante de las células e inhibiendo el crecimiento del
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tumor. Ademaés, también poseen propiedades antiinflamatorias, antibacterianas frente a
Helicobacter pylori y cardioprotectora (Verkerk et al., 2009).

Tabla 4.28. Correlaciones entre los diferentes glucosinolatos intactos estudiados y la
actividad antioxidante total (AAT) mediante el test de Pearson, para las dos brassicas.

MUESTRAS
Brocoli Col de Milan
Correlacion de Pearson
Parametros AAT
Glucosinolatos Totales 0,997(**) 0,972(**)
Alifaticos Totales 0,974(**) 0,931(**)
Glucorafanina 0,959(**) 0,911(**)
Alquilicos Glucoiberina 0,998(**) 0,948(**)
Glucoalisina 0,942(**) 0,777(*)
Sinigrina 0,987(**) 0,968(**)
Alquenilicos Gluconapina 0,990(**) 0,961(**)
Glucobrasicanapina 0,997(**) 0,975(**)
Hidroxialquenilicos Progoitrina 0,989(**) 0,939(**)
Inddlicos Totales 0,976(**) 0,960(**)
Glucobrasicina 0,996(**) 0,972(**)
4-Metilglucobrasicina 0,985(**) 0,974(**)
Neoglucobrasicina 0,963(**) 0,950(**)
Ardmaticos 0,979(**)
Gluconasturtina 0,979(**)

(*) La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
(**) La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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4.2.2.8. Resumen de resultados de la biodisponibilidad y bioactividad de los

compuestos funcionales de brocoli ‘Parthenon’y col de Milan ‘Dama’

En este punto se resumen los datos del contenido de compuestos funcionales, asi
como de la actividad antioxidante total (AAT), obtenidos antes y después de someter a
las dos brassicas a la digestion gastrointestinal in vitro. Datos que son necesarios para el
caculo del porcentaje de biodisponibilidad y bioactividad, y que seran discutidos para

cada brassica a modo de resumen.

Brocoli ‘Parthenon’

En las Tablas 4.29 y 4.30 se muestra el contenido en compuestos funcionales y
el valor de AAT para brocoli ‘Parthenon’ antes y después de ser sometido a la digestion
gastrointestinal in vitro. Y en las Figuras 4.11 y 4.12 se muestran los resultados de
biodidponibilidad y no biodisponibilidad de todos los compuestos funcionales

determinados para brécoli ‘Parthenon’.

Como se puede observar, los compuestos fendlicos, entre ellos los flavonoles,
fueron los que presentaron mayor porcentaje de biodisponiblidad (de hasta un 40%
aproximadamente) al contrario de lo que sucedié con los pigmentos carotenoides y
clorofilicos, para los cuales se obtuvieron porcentajes de biodisponibilidad de hasta
aproximadamente un 6 y 2,6%, respectivamente. Los porcentajes de biodisponibilidad
encontrados para la vitamina C, asi como para sus constituyentes (&c. ascérbico y &c.
dehidroascorbico), estuvieron proximos al 30% (Figura 4.11).

Con respecto a los glucosinolatos (GS), datos presentados en la Figura 4.12,
fueron los GS inddlicos totales, y dentro de ellos la glucobrasicina (precursor del indol-
3-carbinol), los que presentaron mayor porcentaje de biodisponibilidad, 42%
aproximadamente, porcentaje similar (40%) también encontrado para la
glucobrasicanapina (GS alifatico alquenilico). Para la gluconasturtina, Unico GS

aromatico detectado, se obtuvo el menor porcetaje de biodisponibilidad (1,5%).

Por tanto, para brocoli ‘Parthenon’ los porcentajes de biodisponibilidad
obtenidos, estuvieron entre el 47% para el contenido fendlico total y el 1,5% para el GS

gluconasturtina.
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Tabla 4.29. Contenido de los compuestos funcionales y valor de la actividad
antioxidante total (AAT) en brocoli ‘Parthenon’ fresco y digerido.

BROCOLI

Sin digerir Digerido Significacion
Vitamina C 76,72£2,28  20,6620,94 *x
Ac. Ascérbico 64,69+2,34  17,06+1,01 e
?Ac. Dehidroascorbico 12,03+0,65  3,60+0,11 *k
3Carotenos Totales 1,33+0,03 0,08+0,04 *k
3B-caroteno 0,77+0,05 0,05+0,03 *x
“Luteina 0,56+0,06 0,03+0,01 .
>Clorofila Total 11,81+1,6 0,24+0,09 >
*Clorofila A 8,79+1,90 0,1620,05 *x
®Clorofila B 3,02+0,50 0,08+0,05 >
"Contenido Fendlico Total 140,22+6,92  69,57+6,27 **
®Ac. Fendlicos Totales 4,32+0,07 0,8520,04 ok
%Ac. Galico 1,26+0,06 0,24+0,01 >
9Ac. Clorogénico 1,83+0,04 0,35+0,01 *k
1 Ac. Sinapico 1,23+0,04 0,26+0,03 *
2Flavonoles Totales 9,61+0,26 3,89+0,08 *x
13Quercetina 6,42%0,25 2,64+0,07 kel
YKaempferol 3,19+0,08 1,25+0,03 ok
BAAT 231,70+2,92  216,07+1,40 ok

TExpresado como mg &c. ascorbico/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg &c. dehidroascorbico/100 g peso fresco.

* Expresado como mg B-caroteno/100 g peso fresco.

* Expresado como mg luteina/100 g peso fresco.

> Expresado como mg clorofila A/100 g peso fresco.

¢ Expresado como mg clorofila B/100 g peso fresco.

" Expresado como mg &c. clorogénico equivalente/100 g peso fresco.
¥ Expresado como mg /100 g peso fresco.

% Expresado como mg &c. galico/100 g peso fresco.

10 Expresado como mg &c. clorogénico/100 g peso fresco.

! Expresado como mg &c. sinapico/100 g peso fresco.

12 Expresado como mg /100 g peso fresco.

3 Expresado como mg quercetina/100 g peso fresco.

1 Expresado como mg kaempferol/100 g peso fresco.

1> Expresado como mg Trolox/100 g peso fresco.
MediaxDesviacion estandar, n=6.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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Tabla 4.30. Contenido de glucosinolatos intactos en brocoli ‘Parthenon’ fresco y
digerido.

BROCOLI

Sin digerir  Digerido  Significacion
'Glucosinolatos Totales 74,24+0,13 27,50+0,61 *x
'Alifaticos Totales 28,09+0,25 10,10+0,23 o
Glucorafanina 1,24+0,13  0,47+0,05 **
Alquilicos Glucoiberina 0,26+0,01 0,04+0,002 **
Glucoalisina 0,30+0,01 0,03+0,001 *x
Sinigrina 0,26+0,01 0,07+0,003 il
Alquenilicos Gluconapina 5,86+0,09 1,34+0,06 **
Glucobrasicanapina 19,89+0,16 8,07+0,21 **
Hidroxialquenilicos Progoitrina 0,28+0,01 0,08+0,004 **
'Indélicos Totales 41,93+0,60 17,34+0,48 il
Glucobrasicina 39,01+0,48 16,56+0,44 *x
4-Metilglucobrasicina 2,73£0,15  0,74+0,04 **
Neoglucobrasicina 0,19+0,01 0,04+0,003 *x
! Arématicos *x
Gluconasturtina 4,23+0,07 0,07+0,003 *x

T Expresado como mg sinigrina equivalente/100 g peso fresco.
Media+Desviacion estandar, n=6.

(nd) no detectado.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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Figura 4.11. Porcentaje de biodisponibilidad y no biodisponibilidad de los compuestos
funcionales del brocoli ‘Parthenon’.
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Figura 4.12. Porcentaje de biodisponibilidad y no biodisponibilidad de los
glucosinolatos intactos estudiados del brocoli ‘Parthenon’.
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Col de Milan ‘Dama’

En las Tablas 4.31 y 4.32 se muestra el contenido en compuestos funcionales y
el valor de AAT para col de Milan ‘Dama’ antes y después de ser sometida a la
digestion gastrointestinal in vitro. Y en las Figuras 4.13 y 4.14 se representan los
resultados de biodidponibilidad y no biodisponibilidad de todos los compuestos

funcionales determinados para esta brassica.

Al igual que sucedia en brocoli, son los compuestos fendlicos, en concreto los
flavonoles, los que mayor porcentaje biodisponible presentaron en col de Milan (un
27% aproximadamente), y ademas, en esta brassica el &c. dehidroascorbico también

presentd un importante porcentaje de biodisponilidad (33%) (Figura 4.13).

Con respecto a las clorofilas y pigmentos carotenoides, al igual que para brécoli,

se encontraron porcentajes de biodisponibilidad bajos, de 5-6% (Figura 4.13).

En la Figura 4.14 se presentan los porcentajes de biodisponibilidad de los
diferentes glucosinolatos (GS) en col de Milan ‘Dama’, como se puede observar fue el
grupo de los GS inddlicos totales el que mayor porcentaje de biodiponibilidad present6
(34%), y dentro de ellos destaco el valor obtenido para la glucobrasicina (42,6%). La
glucobrasicanapina fue el siguiente GS con el porcentaje de biodisponibilidad mayor

(38% aproximadamente), este orden también fue observado en el brocoli ‘Parthenon’.

Los GS que presentaron menor porcentaje de biodisponibilidad fueron la
glucoiberina (6%) y la glucoalisina (3%), dos glucosinolatos alifaticos alquilicos. Esto
sin tener en cuenta al GS aromatico gluconasturtina (precursor del fenil isoticianato),
que no fue detectado, es decir su pérdida despueés de la digestion gastrointestinal in vitro

fue completa, suponiendo un 0% de porcentaje de biodisponiblidad.

Por tanto, para col de Milan ‘Dama’ los porcentajes de biodisponibilidad
obtenidos, estuvieron entre el 43% para el GS indélico glucobrasicina y el 2,4% para el

[-caroteno (sin tener en cuenta el GS aromatico gluconasturtina que no fue detectado).
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Tabla 4.31. Contenido de los compuestos funcionales y valor de la actividad
antioxidante total (AAT) en col de Milan ‘Dama’ fresca y digerida.

COL DE MILAN

Sin digerir Digerida Significacion

Vitamina C 61,86+3,54  15,100,69 *x

Ac. Ascérbico 50,05+2,85  11,16+0,61 e
?Ac. Dehidroascorbico 11,81+0,76  3,94+0,18 *k
3Carotenos Totales 0,51+0,06 0,02+0,01 *k
3B-caroteno 0,34+0,07 0,01+0,004 *x
*Luteina 0,17+0,04 0,010,003 *x
>Clorofila Total 2,9940,37  0,100,01 *x
>Clorofila A 2,17+0,29 0,06+0,01 ok
®Clorofila B 0,82+0,08  0,04+0,01 >
"Contenido Fendlico Total 98,61+7,45 36,11+2,99 **
8Ac. Fendlicos Totales 2,91+0,07 0,41+0,02 **
%Ac. Galico 0,69+0,06  0,10+0,01 >
9Ac. Clorogénico 0,94+0,06 0,14+0,01 >k

1 Ac. Sinapico 1,28+0,04  0,18+0,004 *
2Flavonoles Totales 2,95+0,10 0,79+0,03 *x
13Quercetina 1,19+0,05 0,33+0,01 kel
“Kaempferol 1,75+0,06 0,46+0,01 *x
BAAT 130,59+15,06  40,59+3,29 *x

TExpresado como mg &c. ascorbico/100 g peso fresco.

2 Expresado como mg &c. dehidroascorbico/100 g peso fresco.

* Expresado como mg B-caroteno/100 g peso fresco.

* Expresado como mg luteina/100 g peso fresco.

> Expresado como mg clorofila A/100 g peso fresco.

¢ Expresado como mg clorofila B/100 g peso fresco.

" Expresado como mg &c. clorogénico equivalente/100 g peso fresco.
¥ Expresado como mg /100 g peso fresco.

% Expresado como mg &c. galico/100 g peso fresco.

10 Expresado como mg &c. clorogénico/100 g peso fresco.

! Expresado como mg &c. sinapico/100 g peso fresco.

12 Expresado como mg /100 g peso fresco.

3 Expresado como mg quercetina/100 g peso fresco.

1 Expresado como mg kaempferol/100 g peso fresco.

1> Expresado como mg Trolox/100 g peso fresco.
MediaxDesviacion estandar, n=6.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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Tabla 4.32. Contenido de glucosinolatos intactos en col de Milan ‘Dama’ fresca y

digerida.

COL DE MILAN

Sin digerir  Digerida

Significacion

'Glucosinolatos Totales

70,77+0,91 22,21+0,60

**

LAlifaticos Totales

30,98+0,59 8,67+0,22

**

Glucorafanina 0,19+0,01 0,04+0,001 *x

Alquilicos Glucoiberina 1,49+0,03 0,087+0,01 **
Glucoalisina 0,73+0,01 0,02+0,002 *x

Sinigrina 3,06+£0,06 0,23+0,01 il

Alquenilicos Gluconapina 3,64+0,02 0,49+0,02 **

Glucobrasicanapina

16,19+0,47 6,22+0,15

**

Hidroxialquenilicos Progoitrina

5,67+0,05 1,59+0,11

**

YInddlicos Totales
Glucobrasicina
4-Metilglucobrasicina

Neoglucobrasicina

39,77+0,48 13,54+0,44
25,90+0,42 11,02+0,34
5,01+0,05 1,10+0,04

8,86+0,08 1,414+0,11

**

**

**

**

L Arématicos

Gluconasturtina

0,02+0,01 nd

**

T Expresado como mg sinigrina equivalente/100 g peso fresco.

Media+Desviacion estandar, n=6.
(nd) no detectado.

(**) existen diferencias significativas entre los valores (p<0,01).
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H Biodisponible "'No Biodisponible
Kaempferol
Quercetina
Flavonoles Totales
Ac. Sinapico
Ac. Clorogénico
Ac. Gélico
Ac. Fenolicos Totales
Contenido Fendlico Total
ClorofilaB
ClorofilaA
Clorofila Total
Luteina
B-caroteno
Carotenos Totales
Ac. Dehidroascorbico
Ac. Ascorbico

Vitamina C

0 20 40 60 80 100
%

Figura 4.13. Porcentaje de biodisponibilidad y no biodisponibilidad de los compuestos
funcionales de la col de Milan ‘Dama’.
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GS Aromaticos Totales
Neoglucobrasicina
4-Metilglucobrasicina
Glucobrasicina

GS Indolicos Totales

GS Alifaticos Hidroxialquenilicos
Glucobrasicanapina
Gluconapina

Sinigrina

GS Alifaticos Alquenilicos
Glucoalisina
Glucoiberina
Glucorafina

GS Alifaticos Alquilicos
GS Alifaticos Totales

GS Totales

m Biodisponible

I No Biodisponible

20

60 80 100

%

Figura 4.14. Porcentaje de biodisponibilidad y no biodisponibilidad de los
glucosinolatos intactos estudiados de la col de Milan ‘Dama’.
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Por dltimo, en la Figura 4.15 se presentan los porcentajes globales de
bioactividad y no biactividad de los compuestos funcionales de las dos brassicas objeto
de estudio. Como se puede observar el porcentaje de bioactividad fue casi tres veces
superior en brdcoli ‘Parthenon’ (93%) que en col de Milan ‘Dama’ (31%). Esto es
I6gico, puesto que, en general, el contenido en compuestos antioxidantes, tanto en

fresco (sin digerir) como tras la digestion in vitro, fue también mayor en brécoli.

H Bioactivo No Bioactivo

Brécoli

o

20 40 60 80 100
%

Figura 4.15.Porcentaje de bioactivadad y no bioactividad del brocoli ‘Parthenon’ y de
la col de Milan ‘Dama’.

Como se ha podido observar con los resultados obtenidos en este trabajo, la
biodisponibilidad y bioactividad de los compuestos funcionales depende de la matriz
alimenticia es la que se encuentren. De forma general, si un alimento tiene mayor
contenido en compuestos funcionales tendra mayores porcentajes de biodisponibilidad y
bioactivad, como es el caso del brocoli ‘Parthenon’ frente a la col de Milan ‘Dama’.

Pero esto no siempre es asi, puesto que dependera también de la estructura quimica y de
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las propiedades fisicoquimicas de dicho compuesto funcional (Campos-Vega et al.,
2015). Esto se ha podido observar en nuestro trabajo con las clorofilas y con el &cido
dehidroascorbico, que presentaron mayor biodisponibilidad en col de Milan aln

partiendo de menor contenido que en brocoli.

Entre otros factores que influyen en la biodisponibilidad y bioactivad de los
compuestos funcionales, hay que destacar el método de digestién utilizado en el ensayo
in vitro. Asi en los ultimos afios se han propuesto méetodos en los que se introducen la
digestion bucal, utilizando saliva sintética o artificial (Garbetta et al., 2014; Cuomo et
al., 2015) y la fermentacion colénica (Campos-Vega et al., 2015; Mosele et al., 2015), e
incluso la utilizacion de N, para retirar el O, del medio, simulando asi de forma mas fiel
las condiciones anaerdébicas que se dan en el estbmago y en el intestino delgado
(Correa-Betanzo et al., 2014).

Pero al igual que en nuestro trabajo de investigacion, independientemente del
método de digestion in vitro utilizado, se observan pérdidas en los contenidos de
compuestos funcionales superiores al 50% para distintas matrices alimenticias:
arandanos (Correo-Betanzo et al., 2014); alcachofas (Garbetta et al., 2014); zumo de
frutas (LOpez-Nicolas et al., 2014); granadas (Mosele et al., 2015); leguminosas
(Soriano Sancho et al., 2015); café (Campos-Vega et al., 2015) y queso (Rashidinejad et
al., 2015).

Aln asi, todavia existen muchos datos contradictorios, dificultando esto el
calculo de las cantidades diarias recomendadas (CDR) para los compuestos funcionales

0 biactivos.

Las CDR si estan establecidas bien para la vitamina C (90 mg/dia-persona) y
para el B-caroteno, provitamina A, (2,5 mg/dia-persona) pero en la actualidad no existen
estudios concluyentes sobre biodisponibilidad y metabolismo de clorofilas, compuestos
fenolicos y glucosinolatos, y no se han podido establecer aun las ingestas diarias
recomendadas de estos biocompuestos. De ahi la necesidad de profundizar mas en estos
estudios. Lo que si se sabe es que llevando una dieta equilibrada y tomando al dia 5

piezas de frutas y hortalizas se alcanzarian unos niveles de estos compuestos bioactivos

169



RESULTADOS Y DISCUSION

en el organismo suficientes para ejercer funciones protectoras de la salud, tales como la

capacidad antioxidante (Dietary Reference Intake, 2000).

Con los datos de biodisponibilidad obtenidos en este trabajo podemos hacer un
calculo aproximado de la cantidad de vitamina C y B-caroteno que aportaria el consumo
de brocoli y la col de Milan en la dieta. Asi, segun nuestros resultados, 100 g de brécoli
fresco (o sin digerir) aportarian 76,72 mg de vitamina C (85% CDR) y 0,77 mg de B-
caroteno (31% CDR), mientras que si se tiene en cuenta la biodisponibilidad de estos
compuestos funcionales, aportarian 20,66 mg de vitamina C (23% CDR) y 0,05 mg de
[B-caroteno (2% CDR). Para 100 g de col de Milan sin digerir el aporte seria de 61,86
mg de vitamina C (69% CDR) y de 0,34 mg de B-caroteno (14% CDR) y, teniendo en
cuenta la biodisponibilidad, el aporte seria mucho menor, igual que sucede con el
brécoli, siendo de 15,10 mg de vitamina C (17% CDR) y de 0,01 mg de p-caroteno
(0,4% CDR). Estas cantidades se aportarian con el consumo de estas brassicas en
ensaladas (en crudo); si se consumen cocinadas hay que tener en encuenta que las
catidades de compuestos funcionales aportadas serian menores, debido a la pérdida de
estos biocompuestos durante el proceso culinario o de cocinado utilizado (Vallejo et al.,
2003d; Cuomo et al., 2015).
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5. CONCLUSIONES

1. En la caracterizacion funcional de los cultivares de brocoli, se observo que el
cultivar ‘Parthenon’ era el mas rico en compuestos fenolicos, carotenoides, &cidos
fenolicos, flavonoides y glucosinolatos, presentando también valores mas altos de
vitamina C y de actividad antioxidante in vitro. El cultivar ‘Parthenon’ present6 mayor
contenido de gluconasturtina, glucosinolato muy importante precursor del compuesto

anticancerigeno fenetil isotiocianato.

2. En cuanto a la caracterizacién de los cultivares de col de Milan, ‘Dama’ fue el
que presentd mayor contenido en la mayoria de los compuestos funcionales estudiados,
siendo ademas el que mostr6 mayor valor de actividad antioxidante in vitro. Ademas
este cultivar present6 una alta concentracion de glucobrasicina, precursor del compuesto
anticancerigeno indol-3-carbinol y el contenido en glucorafanina (precursor de

sulforafano) fue un 50% maés alto que en ‘Leticia’.

3. Comparando el brécoli‘Parthenon’ y la col de Milan ‘Dama’, se observé que
el contenido en la mayoria de los compuestos funcionales fue mayor en brécoli, a
excepcion de los glucosinolatos alifaticos totales. La actividad antioxidante total fue
también mayor en brécoli y la mayoria de los compuestos presentaron una alta

correlacion con la actividad antioxidante.

4. Después de la digestion in vitro se observo que, al igual que en el producto
fresco (o no digerido), el contenido de los compuestos funcionales fue también mayor
en el brocoli ‘Parthenon’, existiendo una buena correlacion con la actividad

antioxidante.

5. Respecto al porcentaje de biodisponibilidad, fue superior en el brocoli
‘Parthenon’ para el ac. ascoOrbico, el [B-caroteno, los compuestos fendlicos, los
glusosinolatos alifaticos, indolicos y aromaticos, mientras que para la clorofila A, la
clorofila. B y la suma de ambas (clorofilas totales), asi como para el &c.

dehidroascorbico, fue superior en la col de Milan‘Dama’.

6. El valor de actividad antioxidante total fue mayor en brécoli que en col de

Milan, también para las muestras digeridas.
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7. De forma general, y segun los datos obtenidos en este trabajo de
investigacion, se puede decir que tanto la biodisponibilidad como la bioactivad de los
compuestos funcionales de brdcoli ‘Parthenon’ fueron superiores a las de col de Milan
‘Dama’ (excepto para los pigmentos clorofilicos), teniendo por tanto el brocoli mayor

valor funcional.
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