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1. INTRODUCCION.

Un organismo especializado en la direccion de las actividades
internacionales encaminadas a erradicar el hambre es la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, mejor conocida como la
FAO, la cual indica que la demanda en la produccién de alimentos es proporcional
al aumento constante de la poblacion mundial, creando retos excepcionales a los
agricultores a nivel mundial por satisfacer dicha demanda (FAO, 2009). Pero se ha
demostrado que, durante la precosecha, poscosecha y el tiempo de consumo de
los alimentos, existen pérdidas de hasta un 50 % de los alimentos, demostrando
que existe una mayor area de oportunidad en la reduccion de dichas pérdidas que
en producir cantidades mas grandes de alimentos (Porat et al., 2018). Los
desechos orgénicos producidos anualmente por la agroindustria a nivel mundial se
miden por toneladas (ton), cerca de 75 millones en México, siendo esta el area de
aprovechamiento que, mediante la aplicacién de tecnologias alternativas, pueden
ser utilizadas en la creacion de productos con alto potencial, proporcionandoles un
valor agregado y consiguiendo la disminucion de residuos (Valdez et al., 2010).

En los procesos de precosecha y poscosecha es donde se genera la mayor
cantidad de residuos debido a la corta vida de los alimentos, puesto que son
altamente perecederos (Parfitt et al., 2010). Durante el afio 2019, a nivel mundial
se produjeron 70,150,406 ton de cruciferas (incluyendo brécoli), mientras que, en
México se produjeron 203,986 ton, segun datos proporcionados por FAOSTAT
(2021). En el caso del brécoli, entre el 60 a 75 % representa pérdidas generadas
en la recoleccién, teniendo un monto de 15 millones de toneladas de desperdicios

generados tan solo en el afio 2017 (Petkowicz y Williams, 2020).

Un caso conocido de residuo agroindustrial es el esquilmo de brocoli, éste
cuenta con actividad biolégica benéfica, ya que el ciclo celular y la apoptosis son
detenidos gracias a la descomposicion metabdlica de los isotiocianatos y los
nitrilos, los cuales se generan a partir de los glucosinolatos. Los glucosinolatos son
compuestos nutracéuticos, cuya descomposicidon genera sulforafanos, en los

cuales se han encontrado propiedades anticancerigenas (Dominguez-Perles et al.,
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2010). Estos residuos de brécoli son una gran fuente de elementos de interés, de
los cuales se pueden extraer una gran cantidad de compuestos con capacidad
antimicrobiana (Pacheco-Cano et al., 2017), compuestos fendlicos y antioxidantes
(Aires et al., 2017), minerales (Zhivkova y Zlateva, 2019) y glucosinolatos
(Dominguez-Perles et al., 2010). Estos compuestos naturales tienen un gran
potencial como nueva tecnologia alternativa biolégicamente compatible con
productos hortofruticolas, con un alto potencial para sustituir el uso de pesticidas

sintéticos y fungicidas utilizados para el control de patdgenos.

Dentro de los pocos reportes sobre la utilizacidon de los esquilmos de brécoli
como tratamiento poscosecha, se han reportado que la utilizacion de
isotiocianatos en pimiento puede inhibir en un 100 % las enfermedades causadas
por la Alternaria, causante de la podredumbre (Troncoso et al., 2005). Mientras
gue Gao, (2020) reportd que los isotiocianatos presentes en las cruciferas pueden
inhibir el desarrollo de microorganismos, tales como: Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, entre otros,
con el Unico contratiempo que su fuerte olor podria limitar su uso para la

conservacion en poscosecha de verduras y frutas.



2. JUSTIFICACION.

La generacién de desperdicios agroindustriales, alimentos y diversos
residuos vegetales puede alcanzar niveles altos, lo que produce una pérdida
considerable de material vegetal del cual todavia se pueden obtener diferentes
compuestos de interés. Es por ello que la economia circular pretende retomar
procedimientos mas sostenibles que regresen a la cadena de valor, diferentes
subproductos a base de residuos, dando valor agregado a los productos e

incentivando a las industrias con mayores ganancias, evitando los desechos.

En el caso particular del brécoli, de este solo se consume la inflorescencia,
dejando diferentes residuos (hojas, tallos, restos de la planta), ya sea en campo o
durante su procesamiento para su transporte y venta. Estos residuos no compiten
con material comestible y presenta una gran cantidad de compuestos bioactivos
que pueden ser reutilizados, tales como: las clorofilas, compuestos fendlicos y los
glucosinolatos. Los glucosinolatos se convierten en isotiocianatos, los cuales han
demostrado tener propiedades antifingicas, ademas de que al ser aplicados como
tratamientos poscosecha, inhiben la produccién de la hormona de maduracién
(etileno), retrasando la senescencia de los productos. Es por ello que, el encontrar
el procedimiento adecuado para la generacion de extractos a partir de esquilmos
de brécoli, puede generar una metodologia que permita la obtencién de
compuestos de interés como subproductos con potencial de ser utilizado en la

industria alimentaria, siendo estos extractos de origen natural.



3. OBJETIVOS.
3.1. Objetivo general.

Determinar el efecto del empleo de diferentes solventes durante la
generacion de extractos mediante un sistema hibrido (microondas y ultrasonido)

en residuos agroindustriales de brocoli.

3.2. Objetivos particulares.

a) Establecer el procedimiento para la generacion de extractos mediante un
modelo hibrido (microondas y ultrasonido) y diferentes solventes (agua,
etanol y metanol) para la obtencidon de compuestos de interés a partir de

residuos (esquilmos) de brocoli.

b) Determinar el contenido de glucosinolatos en los extractos empleando
diferentes solventes (agua, etanol y metanol) mediante un método hibrido

(microondas y ultrasonido).

c) Valorar el contenido de vitamina C, clorofilas (a, b y totales), compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante total de los extractos generados mediante
el método hibrido (microondas y ultrasonido) y el empleo de diferentes

solventes (agua, etanol y metanol).

d) Evaluar el contenido de proteina total en los extractos de brécoli por el
método hibrido (microondas y ultrasonido) y por el efecto de la aplicacion de

diferentes solventes (agua, etanol y metanol).

e) Definir el solvente adecuado (agua, etanol y metanol) para la obtencion de
compuestos de interés a partir del uso de residuos agroindustriales

(esquilmos) del brécoli.



4. HIPOTESIS.

La generacion de extractos mediante el uso de microondas y ultrasonido
variando el tipo de solvente (agua, etanol y metanol) permitira acarrear diferentes
compuestos de interés, permitiendo encontrar el procedimiento Optimo para
obtener subproductos que puedan reintroducirse en la cadena de valor a partir de

fuentes de origen vegetal considerados como desechos.



5. ESTADO DEL ARTE.
5.1. Residuos de cruciferas.

Las cruciferas de la familia de plantas Brassicaceae, son un grupo de
especies horticolas importantes, tales como: brocoli, coliflor, repollo, col china y col
de Bruselas; siendo sembradas en extensiones grandes por su valor de
produccion y siendo las cruciferas las de mayor importancia mundial (Jaramillo y
Diaz, 2006). Durante el proceso de cosecha, se generan grandes cantidades de
residuos o excedentes y en la mayoria de los casos no se encuentran en mal
estado (Figura 1), pero son rechazados de la cadena productiva por otros factores,
como ejemplo esté la superacion de un parametro que el cliente haya establecido
como aceptacion del producto como en el caso del peso, cuando este es superado
se toman ajustes en el corte del producto, siendo dejados en el campo con los
cuales alimentan al ganado o en otros casos se utiliza el residuo como material
apto para realizar composta, lo anterior genera pérdidas econdmicas significativas
al horticultor, ya que no puede darle un mejor uso a su cosecha ignorando otras

serie de posibilidades para su comercializacion (Appendino y Bardelli, 2010).

Figura 1. Cultivo de Brécoli, Puebla, México (Imagen Propia).

El poder emplear los residuos y reintroducirlos a la cadena de valor genera
una gran ventaja, ya que esto se traduce en darle un uso a los desechos
horticolas y obtener subproductos a partir de residuos de alimentos de origen

vegetal. En el caso de las cruciferas, en particular el brécoli, se puede realizar la



recuperacion de compuestos como los glucosinolatos (GLS) y los isotiocianatos
(IC) a partir de dichos desechos (Deng et al., 2015). Para esto se han propuesto
varias tecnologias que dan paso a importantes consideraciones en una estrategia
general de recuperacion de los subproductos en esta fuente de residuos
agroindustriales (Galanakis, 2015). Estos desarrollos llevan a una recuperacion
econémicamente viable, sostenible y segura en la obtencién de productos con un

alto valor a partir de los subproductos del procesado de la materia prima.

5.2. Compuestos presentes en los residuos de cruciferas.

En el transcurso de los afios, se han llevado a cabo numerosas
investigaciones en frutas y vegetales frescos en busca de moléculas bioactivas
potentes, las cuales provean de propiedades promotoras a la salud y a la
prevencion de enfermedades. Actualmente, existe suficiente evidencia de que las
plantas vegetales de la familia Brassicaceae, especialmente el brocoli (Brassica
olerecea var. ltalica), son ricas en compuestos bioactivos como: vitaminas (&cido
ascoérbico), minerales (manganeso, potasio y selenio), glucosinolatos y sus
moléculas de degradacion, carbohidratos (fibras dietéticas) y polifenoles
(flavonoides y acidos hidroxicindmicos) (Moreno et al., 2006; Vasanthi et al.,
2009). En la Tabla 1 se presentan algunos GLS que se encuentran presentes en el

brécoli y sus productos de hidrdlisis.

Tabla 1. Clasificacion de los glucosinolatos mas representativos en el brocoli y sus
productos de hidrolisis (Rodriguez Hernandez, 2013).

Estructura Nombre comun Isotiocianato asociado
Alifaticos Glucoiberina (GI) Iberina (IB)
Glucorafanina (GR) Sulforafano (SFN)
Glucoerucina (GE) Erucina (ER)
Aromaticos Gluconasturtina (GN) Fenetil-iso—tiocianato (PEITC)
Inddlicos Glucobrasicina (GB) Indol-3—carbinol (I3C)

Neoglucobrasicina (NGB)




5.3. Brécaoli.

El brocoli (Brassica olearacea L. var Itélica), tiene sus origenes en las
costas del mediterraneo y Asia Occidental, encontrandose en la actualidad en
Grecia, Turquia y Siria, para después ser llevada a Espafa, Francia, Holanda,
Dinamarca e Inglaterra. Su nombre proviene del italiano “broco” referenciando al
brote, una parte comestible de la planta (Jaramillo y Diaz, 2006). En la actualidad,
la temperatura media de las regiones donde se cultiva es de 18 a 23 °C. En 2011,
la FAO reconoci6 a China como el principal productor de Brassica con una
produccion anual de mas de ocho millones de toneladas por afio (ton/afio), en
segundo lugar, la India con seis millones de ton/afio, Espafia con alrededor de un
millon de ton/afio y en cuarto lugar a América Latina (incluyendo a México) en
cuanto a la produccion mundial de brécoli (FAOSTAT, 2011).

Grandes grupos de la poblacion le dan un alto valor a este alimento, no solo
por sus buenas caracteristicas organolépticas, sino por sus excelentes beneficios
a la salud como sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas, bactericidas y
anticancerigenas (Ares et al., 2013). La alta recomendacién de verduras como las
cruciferas es debido a los beneficios que aporta a la salud. Los glucosinolatos
(GLS) y sus productos bioactivos de hidrélisis los isotiocianatos (IC) incluyen un
grupo de glucésidos que contienen nitrogeno y azufre en abundancia en plantas
de cruciferas y especies vegetales del género Brassicaceae, tales como: el
brocoli, las especies de mostaza, el nabo, la col rizada, la colza, las coles, la
coliflor, el repollo, etc. (Barba et al., 2014).

5.4. Conservacién del brécoli y sus compuestos de interés.

La necesidad de la conservacion de las verduras Brassica surge por su
naturaleza estacional y perecedera, la disponibilidad de poder contar con estos
alimentos para consumo posterior y de entrega a distancias largas de las areas
agricolas. Los productos alimentarios de Brassica antes de ser llevados al
consumidor son procesados por diversos tratamientos poscosecha que incluyen

corte, picado, refrigeracion y almacenamiento (Nugrahedi et al., 2015).



Figura 2. A) Esquilmos de brécoli (materia prima) y B) esquilmos almacenados en
cuarto frio a 4 °C (Imagenes propias).

Durante el procesamiento, los GLS tienden a tener cambios y pérdidas, el
poder predecir el grado que se presentara es una tarea dificil, ya que la naturaleza
de sus productos de hidrélisis genera una gran cantidad de parametros que
estaran afectando el proceso. Estos factores en general influyen en las clases de
los GLS que estan dentro del material vegetal (Figura 2A), algunos incluyen
parametros de almacenamiento (variaciones en el control de la temperatura,
envejecimiento 0 congelamiento en atmoésferas controladas), las intensidades de
tratamientos poscosecha (tratamiento térmicos o no térmicos) y métodos de
coccion (métodos culinarios, de cortado y la temperatura de coccion) (Hanschen y
Schreiner, 2017). Estudios han demostrado que las verduras de Brassica (brocoli,
coles de Bruselas, coliflor y coles) no disminuyen significativamente su contenido
de GLS estando almacenados a temperatura ambiente (12 a 22 °C) por un periodo
de 7 dias (Song y Thornalley, 2007). La humedad relativa ha demostrado ser un
factor critico en la retencién de los GLS, por lo tanto, son esenciales las
temperaturas frias (0 a 4 °C) (Figura 2B), para mantener la calidad (Rangkadilok et
al., 2002).

5.4.1. Glucosinolatos (GLS).

Los GLS de la familia de plantas Brassicaceae son compuestos que

contienen nitrégeno y azufre, resultantes de la unién de un azlcar reductor y



donde el azufre no cuenta con hidrato de carbono (aglicona) (Schonhof et al.,
2004), son contribuyentes del aroma y el sabor de las Brassicaceae; esto esté
bajo su poder biolégico que incrementa luego de ser hidrolizados (Lampe, 2003).
Los GLS son estables normalmente en el interior de las células vegetales, pero,
cuando sufren dafios las células y tejidos vegetales, comenzaran a ser
hidrolizados (Gu et al., 2012).

Los principales productos que se abarcan en la descomposicion de los GLS
son: IC, nitrilos, tiocianatos y epitionitrilos (Figura 3). Los IC e indoles
bioldgicamente activos se forman como resultado de la hidrélisis enzimatica. El
transcurso del proceso de hidrdlisis de los GLS consta de dos etapas: (1) la
mirosinasa se unir4 covalentemente con el residuo de glucosa del glucosinolato
liberando aglicona, conocido como el paso de glicosilacion (Avato et al., 2013; Rask
et al., 2000); (2) se libera la glucosa y la enzima se activara en presencia de una
molécula de agua, conocida como desglicosilacion. La aglicona puede ser el
inestable y transformarse a &cido tiohidroxima-O-sulfonico para luego convertirse
en IC. Los IC formados de los GLS con un grupo adherido derivado de fenilalanina
0 metionina, a un pH cercano a neutro, no sufren ninguna transformacién
adicional. A diferencia, los IC se estaran sometiendo a ciclizacion a oxazolidina-2-
tionas (Figura 3). Los IC de los GLS con cadena lateral indol (derivada del

triptéfano) se convertiran en alcoholes (Patyra et al., 2016; Grubb et al., 2006).

Glucosinolato

CH,OH . D - Glucosa
Intermedio
Q o CH,OH
HO yo = - SH o
erosmagg S HO OH
OH H.0 + HO
)/N N——O—— SO, OH
C
" rsl l \\\\
Epitionitrilo Tiocianatos Nitrilos Isotiocianatos Oxazolidin - tiona
H . ‘ H .
CH,— C— C—C==N R—S —C==N R—C==N R—N=C=—5§ Hl(‘zh‘—(‘—(‘—(lh
> H,

\ / H, (|) H
< \(/V
I
Figura 3. Hidrolisis de glucosinolatos por la enzima mirosinasa y sus diferentes
productos (imagen adaptada de Vig et al., 2009).
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La investigacion de los GLS sobre sus diferentes propiedades y
aplicaciones de los IC en areas como farmacéutica, biotecnologia y alimentos es
menor en comparacion con investigaciones de otros bioactivos, tales como: los
polifenoles y los carotenoides (Deng et al., 2015). Futuras investigaciones de GLS
y ClI brindardn grandes oportunidades en los entornos académicos de los GLS, su
aprovechamiento aun tiene un amplio camino debido a sus compuestos
antimicrobianos potentes (Sultanbawa, 2011), ejemplo, la inhibicion de la flora
microbiana en tofu por el IC alilo (Shin et al., 2010) y Escherichia coli O157:H7
cultivada en carne fresca (Nadarajah et al., 2005). Los GLS tienen sabores Unicos
y caracteristicos por los que son utilizados como saborizantes en alimentos,
ejemplo, el sabor de la mostaza y el sabor del rabano picante provienen de los IC
alilo, mientras que el sabor de las verduras (Brassica) amargo proviene de la

sinigrina y progoitrina (Van Doorn et al., 1998).

5.5. Métodos de extraccion.

Los métodos emergentes y alternativos utilizados en la extraccion son
conocidos por sus beneficios, tales como: la reduccién significativa en el tiempo de
extraccion, la reduccion de los solventes organicos, los cuales representan un
riesgo a la salud por el grado de toxicidad. La aplicacion de una técnica hibrida en
el procesamiento de residuos agroindustriales, basado en el conocimiento tedérico
con el efecto sinérgico concomitante y la experimentacion permitan la eliminacién
de los defectos de cada técnica individual (Chen et al., 2016), el uso de la
irradiacion simultanea inducida por la mejora de la transferencia de masa

(ultrasonido) y calor (microondas) (Lou et al., 2017).

5.5.1. Microondas.

La extraccion asistida por microondas (MAE) se considera como una
técnica de extraccion verde por sus beneficios, tales como: la reduccién del tiempo
de extraccion y el bajo consumo de disolventes. El método de MAE consiste en la
aplicacion de radiacion electromagnética de microondas, éste calienta un
dieléctrodo por rotacion dipolar molecular de los componentes polares presentes
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en la matriz (Ran et al., 2019), el equipo6 se observa en la Figura 4. Se conoce que
el método de MAE consta de 4 etapas distintas, esto por los resultados de los
gradientes de calor y de masa generados de la matriz: (1) la penetracion del
solvente a la matriz, (2) la solubilizacién y/o descomposicion de los componentes,
(3) los compuestos solubilizados de la matriz soluble se transportan a la solucién a
granel y (4) la separacion de la fase liquida y solida residual (Veggi et al., 2013;
Talmaciu et al., 2015). Hay varios parametros a considerar en la optimizacién del
proceso de MAE, tales como: relacion de sdlido a solvente, temperatura, potencia
de extraccion y tiempo de extraccién (Figura 5). Una clave importante en la
extraccion por MEA es la cantidad de solvente, ya que al elegirse adecuadamente
se garantizard una completa inmersién de la muestra en el proceso de irradiacion,
evitando gastos innecesarios de energia y tiempo en la recuperacién final de los

compuestos extraidos (Talmaciu et al., 2015).

Figura 4. Equipo de extraccién ultrasonido, microondas e hibrido (Imagen propia).

‘ Microwave setting
Power ra

or ratio (W) SO0
Display power (W)
Set tomperature

Display temperature («

Return

Figura 5. Condiciones de operacion por el método de microondas (Imagen
propia).
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5.5.2. Ultrasonido.

La extraccion asistida por ultrasonido (UAE) al igual que la MAE, cuenta
con las ventajas de la reduccion del tiempo y la cantidad de disolvente, los cuales
son necesarios para realizar una extraccion eficiente en los residuos
agroindustriales. La UAE es considerado como uno de los procedimientos mas
simples, pues se requiere de equipamiento de laboratorio comun, el equipo se
observa en la Figura 6. La UAE se basa en el proceso de cavitacion asociada al
paso de ultrasonidos (frecuencia 20 — 100 MHz) a través de la muestra, los
pardmetros de Optimos se observan en la Figura 6. Las colisiones entre particulas
son debidas a la implosién de las burbujas de cavitacion, que dan como resultado
la disrupcion de las particulas, una mayor difusion de los compuestos extraibles en
el solvente, entre otros. Las caracteristicas como reologia, consistencia y
movilidad de las particulas provocan una ineficiencia en la dispersion de la energia

ultrasoénica, por lo tanto, afectarian la eficiencia de la UAE (Talmaciu et al., 2015).

Ultrasonic setting

y | N
ey 5 i
Power ratio = | 2V

.
\Uttrasonic Onrelay (<) 10

U;trasonic Off relay (=
[

| Amplitude transformer («

Set time

Figura 6. Condiciones de operacion por el método de ultrasonido (Imagen propia).
5.6. Solventes en los métodos de extraccion.

Una caracteristica peculiar de los antioxidantes es su solubilidad, por lo que

no existe un método universal de extracciéon con determinado solvente especifico
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para obtener los diferentes compuestos de interés. Los solventes como etanol,
metanol y agua, en diversas proporciones, han sido ampliamente utilizados
comunmente en la extraccion de compuestos fendlicos. El método MAE permite
una completa extraccion de los compuestos de interés, evitando la modificacion
quimica (Santos y Gongalves, 2016), la destreza del solvente en MAE depende de
su absorcién de energia y pasarla en forma de calor, lo que depende en parte del
factor de disipacion. En la Tabla 2, se presentan algunos parametros dieléctricos y
factores de disipacion de algunos solventes utilizados (Bai et al., 2018; Afoakwah
et al., 2012).

Tabla 2. Constates fisicas y factores de disipacién de solventes utilizados en MAE
(adaptada de Bai et al., 2018 y Afoakwah et al., 2012).

Disolvente Constante Momento Factor de Punto de
dieléctrica () dipolar disipacion ebullicion
Tan & (x’4) (°C)
Etanol 24.3 1.96 2500 78
Metanol 32.6 2.87 6400 65
Agua 79.3 2.30 1570 100

Cuando se emplea UAE como método de extraccion, se entiende como un
meétodo poco selectivo por la polaridad del solvente empleado, un ejemplo utilizado
es el agua como solvente en la extraccidn asistida por UAE, en el extracto final se
encontraran con todas las sustancias de naturaleza polar, ya que las sustancias

tienen afinidad con el agua y son solubles en ella (Chemat et al., 2016).
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6. MATERIALES Y METODOS.
6.1. Material vegetal.

En la elaboracion de los diferentes extractos (Figura 7), el residuo
agroindustrial (esquilmos de brocoli) fue obtenido de puebla, México. Tras la
llegada de la materia prima, ésta fue almacena a 4 °C en un cuarto frio para su
posterior uso. Los esquilmos de brocoli pasaron por un lavado, posteriormente se
cortaron en trozos mas pequefos los cuales fueron colocados en charolas de
aluminio, después fueron llevados a una estufa (Yamato, Constant temperatura
oven, China) para su secado a 45 °C por un lapso de tiempo de 24 h. El reducir el

tamafio del esquilmo brinda una mayor deshidratacion en menos tiempo.

Las hojas secadas pasaron por un proceso de triturado en molino industrial
(American, EUA) durante 1 min. La molienda se realizé por tandas y el material
obtenido fue almacenado en papel aluminio para evitar el contacto con la luz solar
y en un desecador para evitar la humedad. Estas muestras pasaron por un
tamizado en malla namero 100, con el fin de obtener particulas con un tamano <
150 pm, lo que resultd en un polvo fino de esquilmos de brocoli. Las muestras
fueron guardadas al igual que antes, envueltas en papel aluminio para evitar

factores externos y colocadas en el desecador.

g, i

Al

Figura 7. Proceso de obtencion de polvos de esquilmos de brdcoli.
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6.2. Métodos de extraccion.

El método de extraccion empleado fue el sistema hibrido, donde se utilizan
los métodos de microondas y ultrasonido mediante el equipo Ultrasonic —
Microwave Coorperative Workstation (potencia del equipo 2500 W, Atpio, XO-
SM400, Nanjing, China) (Gallaher et al.,, 2012). Los parametros utilizados

observan en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros utilizados para el Sistema Hibrido utilizado en la obtencion de
los extractos (Siguiendo la metodologia de Gallaher et al., 2012).

Microondas Ultrasonido
800 W - power ratio 20 W - power ratio
0 - display pwr 10 w - on relay
70 °C - set temperature 3 - off relay
0 — to the warm time 59 - amp. transforer
50 min - holding time 20 min - set time

6.3. Tratamientos a base de diferentes solventes.

Lo solventes empleados fueron agua, etanol y metanol, por lo que se conto
con un total de 3 diferentes extractos considerados como: (1) agua (extracto
acuoso) [B-HIB-A], (2) etanol al 70 % [B-HIB-E] y (3) metanol al 70 % [B-HIB-M].

6.4. Generacion de extractos a partir de esquilmos de brécoli.

Para la obtencion de los extractos (Figura 8), se pesaron 44.44 g de la
muestra tamizada de los esquilmos de brécoli, colocdndolos en una hoja pequefia
de aluminio. El tratamiento consistié en la inactivacion de la enzima mirosinasa,
iniciando con el calentamiento del solvente en una parrilla eléctrica (Talboys,
Hotplate/Stirrer, EUA) hasta alcanzar y mantener la temperatura en 80 °C, una vez
alcanzada la temperatura se mezclaron por un lapso de tiempo de 20 min (cada

solvente tuvo el mismo procedimiento), una vez atemperados los extractos se
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filtraron 3 veces con malla tela y papel filtro antes de llevarlos a almacenar para su

posterior caracterizacion.

Extraccion

Filtrado Almacenado

Figura 8. Proceso de obtencion de los extractos de esquilmos de brécoli por
Sistema Hibrido.

6.5. Caracterizacién de los extractos
6.5.1. Contenido de glucosinolatos.

El proceso de determinacion de glucosinolatos comenzé con la purificacién
del extracto. Primeramente, se realizd un pretratamiento del extracto centrifugando
(Centrifuga VALEDeprive, EUA) 5 mL de extracto a 4000 rpm por un lapso de 3 min.
El primer paso fue la purificacion del extracto con cartuchos LC-SAX (Supelco®,
Analytical Products, EUA), el cartucho fue colocado en una aguja de jeringa en un

corcho, se utiliz6 como tapdén en un matraz de vacio conectado a una bomba de
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vacio (ROCKER 300, AC 100 V-120 V, Taiwan; Figura 9) para una rapida
filtracién. Con la bomba activa, el cartucho fue primeramente activado 3 mL de
metanol, 3 mL de agua, 2.5 mL de acetato de sodio 0.5 M y 2 mL de agua
(agregando uno tras otro lentamente), después se agregaron 3 mL de extracto y
se lavé con 2.5 mL de agua y, finalmente, se realiz6 una emulsiéon con 3 mL de

NaCl 0.5 M, colocando un tubo de ensaye para recuperar el extracto purificado.

Figura 9. Bomba de vacio (ROCKER 300, AC 100 V-120 V, Taiwan) y cartucho
(LC-SAX).

El extracto purificado fue liofilizado (Labconco, FreeZone 2.5 plus, EUA)
durante 36 h, el liofilizado se coloc6 en tubos de microcentrifuga. En un tubo
diferente se colocaron 40 mg de liofilizado adicionando 700 uL de buffer de
acetato 0.2 M, pH 4.2 a temperatura ambiente, se agité por 15 min, pasando los
minutos se agregaron 100 pL de acetato de plomo y bario a 0.5 M, agitando en
vortex (Genie 1, Touch Mixer, EUA). Una vez agitado se afadieron 50 mg de
PVPP (polivinil polipirrolidona) y se incubé por 10 min a temperatura ambiente,
seguido por 100 uL de sulfato de sodio 2 M y se centrifugd (PrismR, Lobnet

international, EUA) a 13000 rpm por 5 min a temperatura ambiente.
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Figura 10. Liofilizador (Labconco, FreeZone 2.5 plus, EUA).

Después de la centrifugacion, se tomaron 0.2 mL de la purificacion tratada
con PVPP y se mezclaron con 0.2 mL de hidréxido de sodio 2 M, incubandolo por
30 min. Posteriormente, se afladié 30 yuL de acido clorhidrico concentrado y se
centrifugdé a 4000 rpm por 10 min. Para la medicion espectrofotométrica se
tomaron 100 pL de la purificacion tratada y se mezclé con 100 pL de solucion de
ferricianuro 2 mM en buffer fosfato 0.2 M, pH 7. Finalmente, se midi6 la
absorbancia de la solucién a 420 nm antes de 15 s, utilizando como blanco el
buffer de fosfato 0.2 M, pH 7. Se calcul6 el contenido de glucosinolatos totales con
la férmula de la pendiente obtenida de la curva de calibracién de sinigrina

empleando las siguientes ecuaciones (1y 2):
y = mx + b (formula de la pendiente) (Ecuacion 1).

X = (y — b) / m (despeje) (Ecuacion 2).

6.5.2. Clorofilas a, b y totales.

Para la medicion de las clorofilas, los tres extractos generados a partir de
diferentes solventes fueron diluidos apropiadamente con metanol al 80 %: el
extracto B-HIB-E tuvo una dilucién con relacion 1:10, el extracto B-HIB-Me tuvo
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una dilucién con relacion 1:2, el extracto B-HIB-A se mantuvo sin diluir.
Posteriormente, se centrifugaron a 4000 rpm por 15 min. Se realizd un triplicado
de cada extracto y se midié la absorbancia a 652, 665 y 470 nm en un
espectrofotometro (GENNESYS 10uv, EUA) (Figura 11).

Figura 11. Espectrofotémetro GENESYS 10w.

Se calcul6 el contenido de clorofilas mediante las siguientes ecuaciones (3-

5):
Cla =16.72A665 - 9.16A652 (Ecuacién 3).
Clb = 34.09A652 - 15.28A665 (Ecuacion 4).
Cl totales = Cla + Clb (Ecuacion 5).

Para el célculo del contenido de carotenoides se empled la siguiente

ecuacion (6):
Cx+c = (1000 A470 - 1.63 Cla- 104.96 Clb)/221 (Ecuacion 6).

Finalmente, la concentracién de los diferentes pigmentos se reportd en el

contenido de clorofilas en pg g de tejido o peso fresco pg mL* de extracto.
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6.5.3. Proteinas.

Un total de 500 pL del extracto (por triplicado) se homogenizé con 5 mL de
solucién de fosfatos (buffer de fosfatos, pH 7, 1 M) junto con 25 mg de PVPP en
frio. La solucion se centrifugd (Centrifuga VALEDpriMe, EUA) (Figura 12) a 3000
rom. La mezcla de reaccidn esta constituida por tres partes: 100 pL de la muestra
(homogenizada), 200 pL de colorante de Bradford y 700 pL de agua destilada. Su
absorbancia se determiné a 620 nm. Se realizé una curva estandar con albamina
de suero bovino. Los resultados del contenido de proteinas se reportaron como

mg de proteina mL! de extracto.

W

Figura 12. Centrifuga VALED PRIME.

6.5.4. Vitamina C.

Una alicuota de 1 mL del extracto (por triplicado) se le afiadié 1 mL de
solucién metafosférico/acido acético, junto a 8 mL de agua destilada. Se
emplearon 2 gotas de fenolftaleina para su titulacién con el reactivo de Thielmann,
hasta el viraje (cambio de color a un rosa, Figura 13) y anotando los mL

empleados del reactivo de Thielmann.
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Figura 13. Titulacion (cambio de color rosa) para la cuantificacion de vitamina C.

El contenido de vitamina C fue calculado mediante la siguiente ecuacion,

donde se obtuvo el porcentaje de acido ascoérbico:

mL gastados de reactivo de Thielmann = FT * FD 100
VA xP

% acido ascoérbico = (Ecuacion 7).

6.5.5. Compuestos fendlicos totales.

La medicibn de los compuestos fendlicos totales se realizé por
espectrofotometria a 765 nm, cuya mezcla de reaccion consistié en 100 uL del
extracto (B-HIB-E, B-HIB-Me y B-HIB-A, por triplicado), 500 pL del reactivo Folin-
Ciocalteu (dilucion con agua 1:10 v/v) y dejandolos reaccionar por 1 min. Con su
tiempo de reaccién concluido, se agregaron 400 pL de carbonato de sodio al 7.5 %
(p/v) y se homogenizé, dejando incubar por 30 min a temperatura ambiente. Una
vez concluido el tiempo se midié la absorbancia a 765 nm (GENESYS 10w, EUA).
Se empled una curva patrén de acido galico (0-100 pg de acido galico mLt) para
reportar los resultados como pg equivalentes de acido galico (EAG) mL? de

extracto.

6.5.6. Capacidad antioxidante total.

La capacidad antioxidante se mide mediante la reaccién de una mezcla de
50 pL del extracto diluido (5 pL de extracto y 45 yL de metanol al 80 %) junto a la
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adicion de 950 puL de DPPH, con un tiempo de reaccion de 15 min para
posteriormente pasar a leer la absorbancia a 515 nm en el espectrofotdmetro
(GENESYS 10w, EUA). Se emple6 una curva patron de éacido galico (0-294
umoles de acido galico mL™?) para reportar los resultados como pumoles EAG mL™*

de extracto.

6.6. Disefio experimental.

Se generaran 3 diferentes extractos a partir de diferentes solventes (agua,
etanol y metanol) mediante un método hibrido empleando microondas y
ultrasonido en esquilmos de brocoli. Se analizara el contenido de compuestos de

interés por triplicado.

6.7. Andlisis estadistico.

Cada una de las pruebas se realizd por triplicado, representandolas con
una media + deviacién estandar con el objetivo de asegurar la reproducibilidad de
los resultados, lograndose a través de un andlisis de varianza (ANOVA) con un
nivel de significancia de p<0.05, utilizando la prueba de comparacion multiple de
Tukey-Kramer a través del programa estadistico NCSS (2004). Se utilizé el

programa SigmaPlot (version 14.0) para la obtencion de las gréaficas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1. Glucosinolatos.

El contenido de glucosinolatos presentes en la Figura 14, muestra que los
extractos con solvente metanol y agua no presentan diferencia significativa entre
ellos (p>0.05), mientras que el solvente etanol mostrd diferencia significativa

(p<0.05); siendo el solvente que permitié extraer una mayor cantidad de GLS.

40
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Figura 14. Glucosinolatos (g de GLS kg™ de tejido vegetal) en extractos de
esquilmos de brécoli obtenidos mediante extraccion hibrida (microondas y
ultrasonido) y 3 diferentes solventes (etanol 70 %, metanol 70 % y agua). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre solventes (p<0.05) mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc de Tukey.

Omirou et al. (2009) analizaron la extraccion de glucosinolatos de Eruca
sativa (Rdcula) por un sistema de microondas, en el cual se desarroll6 y optimizo
el proceso con dos diferentes solventes: etanol y metanol. Los Autores
compararon el método de extracciéon de microondas con el de ultrasonido y con el

meétodo 1SO-9167. Sus resultados indican que, mediante el uso de microondas y
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el solvente metanol, la extraccion de los GLS se optimiza. Ademas, Omirou et al.
(2009) demostraron que tanto su método como el ISO, mostraron eficiencias
comparables con un total de GLS aproximado de 110 pmol/g, pero con un tiempo
mas corto (10 min). Por lo tanto, la extraccion empleando microondas demostro
ser un método mas rapido y sencillo, util para la extraccion de GLS de vegetales
Brassica (Omirou et al., 2009). Los resultados de este trabajo se correlacionan
con los solventes y estandar (sinigrina) para la determinacion de los
glucosinolatos, donde el sistema hibrido se beneficio al emplear el solvente
etanol, teniendo una gran capacidad de extraccion (con 31.4 g/kg de tejido
vegetal), utilizando un solvente menos toxico en comparacion con el metanol, con
un periodo de extraccion corto y un método sencillo, siendo un sistema éptimo

para la extraccion de GLS (etanol/sistema hibrido).

Radosevic et al. (2017) investigaron el potencial in vitro de los
glucosinolatos de Brassica (Brassica oleracea var. Acephala L.), realizando una
extraccion convencional de inflorescencias de brocoli, utilizando metanol al 70 %;
donde obtuvieron un contenido total de 297.66 mmol 100 g peso fresco de

glucosinolatos.

La técnica de ultrasonido utilizada en la industria alimentaria mejora la
extraccidon debido a la creacion de ondas de presién de la técnica en los
solventes, conocido como fendmeno de cavitacion (Soria et al., 2010). Esto
fomenta la penetracion de disolventes y la difusion de masa (Vilkhu et al., 2008).
Mientras que la técnica de microondas es la irradiacion electromagnética del
solvente polar y los materiales resultantes del sobrecalentamiento de las células

vegetales (Wang et al. 2006).

Deng et al. (2015) evaluaron los efectos del procesamiento convencional y
no convencional de los glucosinolatos para establecer las condiciones Optimas
para preservar glucosinolatos de vegetales Brassica, donde el sistema hibrido
presenta un mayor rendimiento ante el método convencional. Wang et al. (2006)

demostraron que las extracciones por microondas y ultrasonido logran mayores
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rendimientos en glucosinolatos en comparacion a los procesos tradicionales,
correlacionando con los resultados del sistema hibrido en rendimiento y eficiencia.

7.2. Clorofila a.

El conteo de clorofila a mostr6 concentraciones diferenciadas entre
tratamientos, observando que cada solvente proporciond diferentes
concentraciones de este compuesto de interés. La Figura 15, presenta los
resultados de la clorofila a, donde se observa que el extracto acuoso (agua)
contiene la mayor cantidad de clorofila a (ug g*) de manera significativa (p<0.05),
seguido del extracto con solvente de etanol y, finalmente, la menor cantidad

extraida fue por el solvente metanol (Figura 15).
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Figura 15. Contenido de clorofila a (ug de clorofila a mL1) en extractos de
esquilmos de brocoli obtenidos mediante extraccion hibrida (microondas y
ultrasonido) y 3 diferentes solventes (etanol 70 %, metanol 70 % y agua). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre solventes (p<0.05) mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc de Tukey.

El trabajo realizado por Kong et al. (2014) emplearon microalgas, éstas
producen una gran variedad de biomateriales, uno de ellos es la clorofila. Cheny
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Jiang, (1999) informaron que la mayoria de las algas cultivadas en condiciones
Optimas contenian alrededor del 4 % del peso seco de clorofila del peso total de
las células. Las cianobacterias suelen contener clorofila a (Deng et al. 2008). El
objetivo del trabajo fue aplicar métodos estadisticos para optimizar los parametros
UAE de las clorofilas de los residuos de algas verdes, donde determinacion el
contenido de clorofila empleando metanol y etanol como solvente de extraccion. El
contenido maximo de clorofila a (4.76 mg/g) se obtuvo empleando etanol al 80 %
(Deng et al. 2008).

El sistema hibrido utilizado en este trabajo utilizé solventes similares, para
observar su rendimiento con un sistema hibrido, la correlacion entre ambos
trabajos esta en que se logré obtener buenos rendimientos, con el beneficio del
sistema hibrido. Sin embargo, el solvente agua fue el que permiti6 obtener una
mayor cantidad de clorofila a. Si bien, las cantidades extraidas no son
comparables entre trabajos, el sistema hibrido con valores mas bajos en la
potencia de ultrasonido beneficié al solvente mas seguro (agua), con algunas

diferencias significativas entre solventes.

La comparacion cinética de la radiacion de microondas y ultrasonido en el
secado de brécoli por realizado por Cao et al. (2020), observando el efecto sobre
las propiedades fitoquimicas del brécoli, la proteccion sobre la clorofila a fue méas
elevada con la radiacion de microondas obteniendo 1,365.6 pg/g de peso seco,

seguido del ultrasonido con 1,087.9 ug/g de peso seco.

El estudio realizado por Gudifio et al. (2022) evaluaron los subproductos del
cultivo de brécoli (hoja, tallo e inflorescencia), mediante la utilizacion del
ultrasonido y el etanol al 80 % como solvente, obteniendo la mayor concentracion
de la clorofila a en hoja con 56.39 mg/100 g de peso seco. Al igual que en el
sistema hibrido, que busca los mejores efectos en la combinacion de ambas

técnicas (ultrasonido, microondas) y la utilizacion de solventes ecoamigables.
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7.3. Clorofila b.

La Figura 16 presenta las cantidades obtenidas en la extraccion de la
clorofila b en cada uno de los solventes (etanol, metanol y agua), mostrando las
diferentes cantidades de la clorofila b extraidas durante el método hibrido.
Demostrando que el mejor solvente es el agua con una diferencia significativa
(p<0.05) con el solvente etanol y la menor cantidad extraida pertenece al solvente

metanol.

I Extracto Etanol/Hibrido Brocoli
[ Extracto Metanol/Hibrido Brocoli
[ Extracto Agua/Hibrido Brécoli

—>

Clorofila b
(ng de Cl b/mL de extracto)

— O

Extractos

Figura 16. Contenido de clorofila b (ug de clorofila b mL1) en extractos de
esquilmos de brocoli obtenidos mediante extraccion hibrida (microondas y
ultrasonido) y 3 diferentes solventes (etanol 70 %, metanol 70 % y agua). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre solventes (p<0.05) mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc de Tukey.

En el trabajo realizado por Kong et al. (2014) emplearon Chlorella, la cual
es un tipo de alga comestible, donde bajo el sistema de ultrasonido optimizado y
utilizando solventes verdes (acetona, metanol, etanol y combinaciones) obtuvieron
la extraccion de clorofilas. Segun Chen y Jiang, (1999) la Chlorella es un

organismo unicelular que crece en el agua y tiene un alto valor nutricional,
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mientras que las especies de algas verdes en su mayoria tienen clorofila b (Deng
et al. 2008).

El objetivo principal del trabajo de Kong et al. (2014) fue aplicar métodos
estadisticos para optimizar los parametros UAE de las clorofilas de los residuos de
algas verdes, donde el contenido maximo de clorofila b (9.48 mg/g) se obtuvo con
etanol al 80 %. En nuestro trabajo, el sistema hibrido correlaciona con los
resultados de Kong et al. (2014), donde la relacién solvente/agua es menor. El
sistema hibrido permite obtener una buena cantidad de clorofila empleando el

solvente mas seguro (agua), con algunas diferencias significativas entre solventes.

La comparacién cinética de secado por la radiacibn de microondas y
ultrasonido en las propiedades fitoquimicas del brécoli realizado por Cao et al.
(2020), observando el mayor efecto en la radiacion de microondas sobre la
proteccion de la clorofila b, obteniendo 415.5 pg/g de peso seco, seguido del
ultrasonido con 331 pg/g de peso seco. El estudio realizado por Gudifio et al.
(2011) evaluaron los diferentes subproductos (hoja, tallo e inflorescencia)
procedentes del cultivo del brocoli, como una fuente valiosa de compuestos
bioactivos, mediante la utilizacién del ultrasonido y el etanol al 80 % como
solvente, obteniendo el mayor rendimiento de clorofila b en hoja con 20.04 mg/100
g de peso seco. Cao et al. (2020) y Gudiiio et al. (2011) correlacionan con el
sistema hibrido, ya que demuestran que ambas técnicas benefician la extraccion

de clorofila, utilizando una metodologia simple y ecoamigable.

7.4. Clorofilas totales.

El contenido de ambas clorofilas (a y b) se representa como clorofilas
totales en ug mL* (Figura 17). Cada uno de los solventes utilizados (etanol,
metanol y agua) presentaron diferencias significativas, donde el mejor solvente
para la extraccion de clorofilas totales fue el solvente agua con un nivel de
significancia de p<0.05. De forma escalonada, se observa que el siguiente mejor
solvente es el metanol, no muy por debajo del agua, dejando al final al etanol que

mostré la menor cantidad extraida de clorofilas totales (Figura 17).
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Figura 17. Contenido de clorofilas totales (ug de clorofilas mL™) en extractos de
esquilmos de brocoli obtenidos mediante extraccion hibrida (microondas y
ultrasonido) y 3 diferentes solventes (etanol 70 %, metanol 70 % y agua). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre solventes (p<0.05) mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc de Tukey.

Nakanishi, (2001) reporta que el alto contenido de clorofila de la Chlorella
se le atribuye el otorgamiento de muchas de sus propiedades beneficiosas. El
trabajo realizado por Kong et al. (2014) contiene altas cantidades de clorofila,
utilizando ultrasonido optimizado para la extraccion de clorofila mediante solventes
como metanol y etanol. EI metanol al 80 % fue el solvente mas eficiente para la
extraccion de clorofila total (14.2 mg/g). En nuestro trabajo se logré obtener la

mayor cantidad de clorofilas totales con el solvente mas seguro (agua).

El estudio realizado por Cao et al. (2020), utilizando la radiacion de
microondas y ultrasonido en el secado del brdcoli y el efecto observado en las
propiedades fitoquimicas, observando el mayor efecto en la radiacién de
microondas sobre la proteccion de la clorofila total, obteniendo 1,781.1 ug/g de
peso seco, seguido del ultrasonido con 1,419 ug/g de peso seco. Observando que
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microondas obtuvo una mayor retencion de clorofilas, mientras que el efecto del

ultrasonido fue mejorar la proteccion de los compuestos bioactivos del brécoli.

Gudifio et al. (2022) evaluaron los compuestos bioactivos de subproductos
de brocoli (hoja, tallo e inflorescencia), mediante la utilizacién de ultrasonido y
etanol al 80 % como solvente, obteniendo el mayor rendimiento de clorofila total
en hoja con 76.42 mg/100 g de peso seco. El sistema hibrido presenta ambas
técnicas (ultrasonido, microondas), por sus efectos combinados en la extraccion
de clorofila y para evitar la degradacion térmica, utilizando de solventes verdes en
tiempos cortos, minimizando costos, ecoamigable y econdmico para la industria

alimentaria.

7.5. Carotenos.

El sistema hibrido (microondas — ultrasonido), permitié obtener carotenos,
aunqgue se presenta una diferencia significativa (p<0.05) con el solvente etanol, ya
gue este presentd una cantidad superior en comparacioén con los dos solventes
restantes (metanol y agua), el segundo mejor solvente fue el metanol v,
finalmente, el que menor cantidad obtuvo fue el solvente agua (Figura 18). Si bien
estos Ultimos tienen cantidades elevadas de carotenos, estos no superan al

extracto con etanol.
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Figura 18. Contenido de carotenos (ug de carotenos mL') en extractos de
esquilmos de brocoli obtenidos mediante extraccion hibrida (microondas y
ultrasonido) y 3 diferentes solventes (etanol 70 %, metanol 70 % y agua). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre solventes (p<0.05) mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc de Tukey.

Vieira et al. (2022) extrajeron carotenos de hojas de Sechium edule,
mediante ultrasonido y microondas de forma independiente cada método, vy
utiizando un total de siete solventes diferentes (etanol, agua, acetona y
combinaciones al 80 %), resultado que el método ultrasonido es el mas efectivo
para la extraccion de pigmentos como carotenos. Kim et al. (2016) emplearon el
sistema optimizado de ultrasonido y solvente (50:50 de etanol y agua), donde
demostraron una mayor eficiencia en la extraccion de carotenoides de hasta 0.85

+ 0.02 mg/g de peso seco de extracto.

El método de ultrasonido ofrece un enfoque rentable y eficiente en cuanto a
tiempo para la extraccion de compuestos de valor (Chen et al., 2020). El presente
estudio empleando sistema hibrido (ultrasonido-microondas) utilizd parametros de
ultrasonido mas bajos (20 Watts) a un tiempo menor de 20 min, junto un nivel alto

de extraccion por el solvente etanol al 70 %, con 26.28 ug de carotenos mL™,
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demostrando que igualmente los esquilmos de brocoli son una fuente con un buen

contenido de carotenos.

Chuyen et al. (2018) reportaron que la céscara de la fruta Momordica
cochinchinensis Spreng posee altos niveles de carotenos, comparando los
sistemas de microondas y ultrasonido como técnicas de extraccion. Los Autores
utilizaron acetato de etilo como solvente, obteniendo valores méas elevados con
ultrasonido con rendimiento de 268 mg/100 g de peso seco y 262 mg/100 g de
peso seco, respectivamente (microondas y ultrasonido). El sistema hibrido
presenta ambas técnicas (ultrasonido y microondas) correlacionando en la
efectividad y el uso de solventes considerados “verdes”, siendo un sistema

econdémico para el area industrial de alimentos.

Saini et al. (2018) reportaron métodos de extraccion de carotenos, mediante
la utilizacion del método por microondas; la cual es aplicable a una gran variedad
de muestras. Aunque no se puede evitar la degradacion de algunos compuestos,
el método de extraccion por microondas sigue siendo un procedimiento viable y
optimizable con varios niveles de potencia de microondas, utilizacién de radiacion
intermitente y volumen de solvente (Saini et al., 2018). La optimizacion del
ultrasonido se centra en la potencia ultrasénica, temperatura, intensidad y
proporcion de muestra a solvente; los cuales son factores para una eficiente
extraccién de metabolitos. Al igual que en el sistema hibrido, el uso de microondas
es un método donde se optimizan los factores a favor de la obtencion de
compuestos de interés a partir de las hortalizas Brassica, logrando un sistema

simple, rapido y econdémico.

7.6. Proteinas totales.

El contenido de proteinas se observa en la Figura 19, donde se muestra
que el solvente con un mayor acarreo de proteinas fue el agua. Los solventes

etanol y metanol no mostraron diferencias significativas entre si, pero fueron los
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solventes que permitieron el menor acarreo de proteinas a partir de los esquilmos

de broécoli.
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Figura 19. Contenido de proteina (mg de proteina mL!) en extractos de esquilmos
de brocoli obtenidos mediante extraccion hibrida (microondas y ultrasonido) y 3
diferentes solventes (etanol 70 %, metanol 70 % y agua). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre solventes (p<0.05) mediante un analisis de varianza
(ANOVA) y prueba post hoc de Tukey.

Las microalgas son excelentes fuentes de macronutrientes como proteinas,
lipidos y carbohidratos (Morais et al. 2015; Wells et al., 2017); por eso son
utilizadas como modelo de estudio para la extraccion de compuestos de interés.
En el trabajo realizado por Hildebrand et al. (2020) empleando Chlorella vulgaris,
el uso de ultrasonido y tres disolventes diferentes [agua (pH 7), HCI (0.4 M, pH 4)
y NaOH (0.4 M, pH 13.6)] se obtuvo que, el solvente agua logré un rendimiento de
entre 35 y 40 % mayor en comparacion con los otros disolventes. Estos resultados
correlacionan con lo reportado en este trabajo (método hibrido), dénde el agua es
un buen solvente para la recuperacion de proteina (1.41 mg de proteina mL™* de

extracto). Empleando el sistema hibrido no se requiere de agua alcalina, sino que
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demuestra ser un proceso simple, adicionando las ventajas del microondas. El
trabajo realizado por Khan et al. (2011) analizaron aislados de proteina extraidos
de salvado de arroz estabilizado, utilizando agua desionizada como solvente y
microondas como un tratamiento estabilizador, obteniendo un rendimiento de

71.32 % de proteina bruta, con una mejor retencion de compuestos bioactivos.

El estudio de la tecnologia de microondas realizado por Hu et al. (2021) con
un enfoque de transformacion novedoso para metabolitos naturales, el uso de la
radiacion de microondas en proteinas vegetales no afecté de manera negativa. En
otro estudio hecho por Hernandez et al. (1998), los Autores observaron que el uso
de la radiacion de microondas mejoraba algunas caracteristicas y descomponia
las proteinas dafinas. El sistema hibrido correlaciona con los beneficios del uso de
la radiacién del microondas como una técnica ecoamigable, la cual favorece la
extraccion de proteina como se observaron en los resultados empleando

esquilmos de brécoli.

7.7. Vitamina C.

La Figura 20 contiene los resultados de la vitamina C, en donde se observa
que las cantidades oscilan entre 12-20 mg/mL. Los resultados presentan
diferencias significativas (p<0.05) entre los extractos, ya que el mejor solvente es
el etanol y de forma descendente el metanol como segundo mejor solvente,
finalmente el solvente con menor cantidad de vitamina C se encuentra el agua
(Figura 20).
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Figura 20. Contenido de vitamina C (mg de acido ascérbico 100 mL1) en
extractos de esquilmos de brocoli obtenidos mediante extraccion hibrida
(microondas y ultrasonido) y 3 diferentes solventes (etanol 70 %, metanol 70 % y
agua). Letras diferentes indican diferencias significativas entre solventes (p<0.05)
mediante un analisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc de Tukey.

En el trabajo realizado por Yu et al. (2009) donde emplearon microondas y
dos tipos de solventes (acido metafosforico al 0.25 % y metanol) para la extraccion
de &cido ascorbico (vitamina C) protegido con nitrégeno en guayaba, se reportd
una concentracion de entre 2.2-2.9 mg de acido ascérbico g de peso fresco,
mostrando una reproducibilidad y recuperacion aceptables. El sistema hibrido
(ultrasonido - microondas) con la utilizacion del solvente etanol contdé con un
rendimiento de 19.65 mg de acido ascérbico 100 mL? de extractos de esquilmos

de brdécoli, demostrando que es un método simple pero eficaz.

Weng et al. (2007) y Wozniakiewicz et al. (2008) indicaron que el método de
microondas, por ser mas facil de usar y mas econémico, es un método adecuado
para la obtencién de compuestos bioactivos. Gracias a estas ventajas, la MAE ha

generado interés creciente en la extraccion de compuestos activos de diversas
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matrices vegetales (Sanchez-Avila et al., 2009). En el trabajo realizado por
Rodriguez et al. (2020), los Autores evaluaron la técnica de un proceso secuencial
ecoamigable (ultrasonido y osmosis inversa) para la extraccion de compuestos
bioactivos de camu-camu y asi obtener un producto con alto contenido de vitamina
C cuantificada por HPLC. Los solventes utilizados fueron agua, donde reportan

una concentracion de 52 mg/g.

Stan et al. (2014) evaluaron 3 métodos (molienda, ultrasonido vy
microondas) para la extraccion de acido ascorbico de perejil, eneldo y apio
utilizando combinaciones de soluciones acuosas y &cidos (acido acético, acido
metafosférico, acido tricloroacético). Stan et al. (2014) reportaron que el perejil
obtuvo el mejor rendimiento de acido ascérbico 264 mg/100 g de planta fresca.
Las técnicas presentes en el sistema hibrido (ultrasonido y microondas) en el
presente trabajo correlacionan en la efectividad y ventajas que presenta el sistema
de microondas y ultrasonido de manera independiente, al ser ecoamigable vy
econdémico para la industria alimentaria y una técnica accesible para la obtencién
de metabolitos de interés como es el caso de la vitamina C en los residuos de

brécoli.

7.8. Compuestos fendlicos totales.

La grafica del contenido de fenoles totales (Figura 21) presentes en cada
uno de los solventes (etanol, metanol y agua) presenta la eficiencia de la
extraccion, donde los solventes etanol y agua generaron la extraccién de la mayor
cantidad de compuestos fendlicos y, a su vez, no presentan diferencias
significativas (p>0.05) entre ellos. Sin embargo, el solvente agua contuvo una
menor cantidad de compuestos fenodlicos de manera significativa (p<0.05) en
comparacion con los solventes antes mencionados. El contenido de compuestos

fendlicos oscila entre 460-620 pg EAG mL™.
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Figura 21. Contenido de compuestos fendlicos totales (ug EAG mL™?) en extractos
de esquilmos de brdcoli obtenidos mediante extraccion hibrida (microondas y
ultrasonido) y 3 diferentes solventes (etanol 70 %, metanol 70 % y agua). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre solventes (p<0.05) mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc de Tukey.

Wu et al. (2015), trabajaron con la fruta N. tangutorum debido a sus buenas
actividades antioxidantes y antifatiga, y el contenido de compuestos fendlicos;
donde emplearon un método de extraccion enzimético simultdneo asistido por
microondas/ultrasonido y diferentes solventes [etanol, metanol y acetona en forma
pura (absoluta) y también en mezclas con agua]. Wu et al. (2015) reportaron que
el método de microondas, ultrasonido y extraccién enzimatica mejora la eficiencia
de extraccion de los compuestos fendlicos que los métodos de extraccion
tradicionales, obteniendo hasta 157.54 + 5.42 mg EAG/g. En los esquilmos de
brécoli empleando el método hibrido y los solventes etanol y metanol al 70 %, se
obtuvieron hasta 594.1 ug EAG mL%, obteniendo que el método hibrido con una
metodologia simple logré obtener una extraccion eficiente tanto con metanol y

etanol.
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Chen et al. (2020) realizaron la extraccion de compuestos bioactivos de
Elaeocarpus serratus L. asistida por ultrasonido y comparandola con extraccion
por agitacion. Los solventes utilizados en la extraccion fueron metanol, agua y
etanol a diferentes concentraciones, y el contenido fendlico total se determind con
el método de Folin-Ciocalteau (Singleton et al. 1965). El etanol al 95 % obtuvo el
mejor rendimiento con 92 mg GAE/g de hojas seca, demostrando una gran
diferencia en comparacion a la extraccion por agitacion. Vieira et al. (2022)
trabajaron con el uso de hojas de Sechium edule mediante extraccion
convencional, ultrasonido y microondas, utilizando agua destilada, etanol, acetona
y combinaciones. El extracto que presentd el mejor resultado fue el hidroetandlico
al 50 % con 5.10 mg GAE/g muestra seca. Ambos trabajos de Chen et al. (2020) y
Vieira et al. (2022) correlacionan con el sistema hibrido, ya que demuestran que el
ultrasonido es una técnica eficiente en la extraccion de compuestos fendlicos

totales junto a la utilizacion de solventes verdes ecoamigables.

7.9. Capacidad antioxidante total.

Los resultados de la capacidad antioxidante total mostraron que en el caso
de los solventes etanol y metanol no presentaron una diferencia significativa entre
ellos (Figura 22). Para este caso, el metanol fue el que contuvo una mayor
capacidad antioxidante, dejando por debajo con una diferencia significativa

(p<0.05) al solvente agua (Figura 22).
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Figura 22. Capacidad antioxidante total (umoles EAG mL™) en extractos de
esquilmos de brécoli obtenidos mediante extraccion hibrida (microondas y
ultrasonido) y 3 diferentes solventes (etanol 70 %, metanol 70 % y agua). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre solventes (p<0.05) mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc de Tukey.

Wu et al. (2015) report6é que la fruta de N. tangutorum utilizando un método
de extraccion enzimatico simultaneo asistido por microondas/ultrasonido y
diferentes solventes [etanol, metanol y acetona en forma pura (absoluta) y
combinaciones acuosas], se obtiene 219.73 + 7.03 mg TE/g; cuya conclusién de
los Autores es de que los métodos de extraccidbn empleados son mas eficientes
gue los métodos de extraccion tradicionales. Los resultados obtenidos con
esquilmos de brocoli mediante el método hibrido y diferentes solventes (agua,
etanol y metanol al 70 %), permiti6 obtener hasta 514.4 pmoles EAG mL™ con
metanol al 70 %, encontrando que el sistema hibrido es eficiente para la extraccion

de compuestos con actividad antioxidante.

Vieira et al. (2022) reportaron que el potencial de hojas de Sechium edule

mediante extraccion convencional, ultrasonido y microondas, empleados para la
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valoracion de la capacidad antioxidante y utilizando agua destilada, etanol,
acetona y combinaciones. La capacidad antioxidante observada fue 5.25 mg
GAE/g extracto seco. Chen et al. (2020) evaluaron la capacidad antioxidante de
Elaeocarpus serratus L. realizando una extraccion asistida por ultrasonido y
comparandola con extraccion por agitacion. Los solventes utilizados en la
extraccion fueron metanol, agua y etanol a diferentes concentraciones, obteniendo
199 mg FSE/g de muestra seca utilizando etanol al 95 %. Ambos estudios Chen et
al. (2020) y Vieira et al. (2022) demuestran que el uso de solventes verdes
beneficia al ultrasonido correlacionando con el presente trabajo donde el sistema
hibrido agrega los beneficios del microondas al proceso de extraccion de
compuestos de intereés.
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8. CONCLUSION.

El método hibrido (microondas y ultrasonido) empleado en la obtencion de
los diversos compuestos de interés por medio de los diferentes solventes (etanol,
metanol y agua), demostraron que cada solvente benefici6 a determinados
compuestos, siento el solvente agua con el que se obtuvo la mayor cantidad de
compuestos, tales como: clorofilas (a, b y totales) junto a la cantidad de proteina.
Con el solvente metanol se obtuvo mayor cantidad de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante, pues aportd cantidades significativas de los componentes.
El etanol obtuvo cantidades mayores en el contenido de GLS, carotenos y
vitamina C. Por lo que se requiere definir cual es el compuesto de interés a partir
de los esquilmos de brécoli a obtener para utilizar el solvente con mayor

rendimiento para su extraccion.
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9. PERSPECTIVAS.

1. Seguir con la investigacion de los compuestos de interés extraidos de los
esquilmos de broécoli por el método hibrido, puesto que, si rendimiento es
aceptable para continuar su investigacion, para encontrar intervalos
diferentes que puedan ayudar a este método.

2. Las diferentes variedades de brocoli generan al igual residuos
agroindustriales (esquilmos), en los cuales se podrian aplicar estos
métodos para observar si alguna variedad puede contener mayores
cantidades de compuestos de interés.

3. Prolongar el tiempo de la investigacion con el fin de poder observar la vida
util de los extractos y que tanto pueden conservar sus componentes, ya sea
a través de diferentes tipos de almacenamiento.

4. Realizar pruebas en que los solventes en temperatura ambiente, en
comparacion de los solventes calientes y ver si la temperatura afectaria
perjudicialmente o beneficiarian en proceso de extraccion.

5. Tener un mejor control en las condiciones de almacenamiento y transporte

de los residuos agroindustriales.
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11. ANEXOS.

Glucosinatos

y =0.0006x + 0.0435
R?=0.9907
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Anexo 1. Curva estandar de sinigrina para GLS.
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Anexo 2. Curva estandar de proteinas.
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Vitamina C

2.5
y=1.04x+1.4
2 R%2=0.9826 °
s T
os | e .
0 &=t
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12
-0.5
Anexo 3. Curva estandar de Vitamina C
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Anexo 4. Curva estandar de Compuestos Fendlicos Totales.
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Antioxidantes
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Anexo 5. Curva estandar de Capacidad Antioxidante Total.

Anexo 6. Esquilmos de Broécoli (hojas) en proceso de deshidratacion (imagen
propia).
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Anexo 7. Proceso de tamizado del brécoli (imagen propia).

* La muestra fresca se seca a 45°C durante 24hrs en una estufa de secado’
por conveccion.

el * El material seco se muele y tamize con una malla #100 (tamafio de
la Muestra particula £ 150pm

» El material seco (44.4gr) se calienta a 80°C durante 10min
* Simultdneamente se calientan 1L de una solucién de metanol al 70%

(v/v) a 80°C
LESIEEEIES o 56 mezcla la solucién de metanol caliente y el material vegetal,
la Enzima . . a
Mirosinasa agitando durante 20min a la temperatura de 80°C

+ Los métodos de extraccién utilizados fueron ultrasonido, microondas e
hibrido (combinacién simultdnea de las anteriores).

* Una vez obtenidos los extractos, se filtran y se almacenan a -80°C para
su posterior analisis.

Anexo 8. Proceso de preparacion de los extractos. Imagen modificada
[Gallaher et al., 2012]

(a)

e,
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(b)

(c)

Microwave setting

.(a) Equipo de extraccidn ultrasonido, microondas e hibrido;
(b) Condiciones de operacion por el método de ultrasonido,
(c) Condiciones de operacidon por el método de
microondas.

Anexo 9. Equipo utilizado para la extraccion.
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