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1. INTRODUCCION.

Actualmente, se ha elevado la produccion de brocoli (Brassica oleracea var.
italica) debido al valor nutritivo que brinda. EIl brdcoli tiene un alto contenido de
micronutrientes, minerales esenciales y capacidad antioxidante, ya que estan
implicados en las reacciones fisiologicas para mantener un balance metabdlico
(Jeffery et al., 2009; Moreno et al., 2007). El brocoli previene numerosas
enfermedades cronicas, tales como: diabetes, enfermedades cardiovasculares,
procesos inflamatorios, brindando un buen funcionamiento al tracto intestinal por el

alto contenido de fibra (Jeffery et al., 2009).

Hoy en dia se han hecho grandes estudios acerca del uso de esquilmos de
brocoli como una gran fuente de compuestos bioactivos, los cuales son derivados
del metabolismo secundario de la planta, atribuyéndosele diversas funciones.
Dentro de los componentes de interés principal del brécoli estan los glucosinolatos
y compuestos fendlicos, entre otros (Hooper et al., 2006; Ares et al., 2013). Hay
interés de buscar nuevas alternativas para generar productos elaborados a base de
esquilmos de brocoli (tallos, rebrotes y hojas); ya que estos tienen un gran potencial

de aprovechamiento como fuente de ingredientes y compuestos bioactivos.

Una de las alternativas para el aprovechamiento de los esquilmos de brécoli,
es la elaboracién de extractos mediante tecnologias emergentes. La tecnologia de
microondas consiste en que las ondas electromagnéticas interaccionan con las
moléculas de agua en el alimento y, por lo tanto, rotan por el efecto de las ondas las
cuales generan calor. Se estan evaluando diferentes solventes organicos (etanol y
metanol) en los procesos de extraccion mediante el empleo de las tecnologias
emergentes (Liazid, 2012). Esta tecnologia es considerada muy Uutil, puesto que
permite la obtencion de los compuestos bioactivos. Existe un gran interés sobre los
subproductos de brocoli por los aportes que tiene, ademas que esta reduciendo el

impacto ambiental de los residuos (Hwang, 2015; Ferreira et al., 2018).



2. JUSTIFICACION.

De los desechos alimentarios, agroindustriales y diferentes residuos
vegetales existe una elevada produccion, del cual deriva a una numerosa pérdida
de material vegetal de donde se pueden extraer compuestos de interés, por lo tanto,
se aspira a realizar procedimientos sostenibles para el cuidado del ambiente y lograr
qgue entren a la cadena de valor, residuos por medio de diversos subproductos,
adquiriendo a los productos un valor agregado y motivar a las industrias con un

mayor beneficio econdémico y asi prevenir desechos.

En el brocoli especificamente, solo se utilizan la inflorescencia, teniendo asi
residuos de diferentes partes del brocoli como lo es tallos, hojas y los demas restos
de la planta, esto sucede desde el campo o bien en la industria que abarca el
proceso para su transporte y venta. Los residuos de brécoli no entran en la
competencia con el material alimenticio, ofreciendo asi una abundante dosis de
compuestos bioactivos, los cuales seran factibles para ser aprovechados como lo
es clorofilas, compuestos fendlicos, vitamina C y glucosinolatos. Estos compuestos
tienen suma importancia por tener diferentes propiedades, tal como los
glucosinolatos que se transforman en isotiocianatos demostrando tener
propiedades antifiingicas, ademas inhiben la maduracién (etileno) en alimentos
poscosecha. Con esto, al obtener un apropiado procedimiento para producir los
extractos a partir de esquilmos de brdcoli, concibiendo asi una metodologia que
posibilite la obtencion de compuestos de interés de origen natural por medio de

subproductos con la posibilidad de ser empleados dentro de la industria alimentaria.



3. OBJETIVOS.
3.1. Objetivo general.

Determinar el efecto del empleo de diferentes solventes durante la
generacion de extractos mediante un sistema microondas en residuos

agroindustriales de brdcoli.

3.2. Objetivos particulares.

a) Establecer el procedimiento para la generacion de extractos mediante un
modelo microondas de diferentes solventes (agua, etanol y metanol) para la

obtencion 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 microondas.

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 microondas y el empleo de diferentes solventes (agua, etanol y metanol).

d) Evaluar el contenido de proteina total en los extractos de brécoli por el
meétodo de microondas 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 generacién de extractos mediante el empleo de microondas variando el
tipo de solvente (agua, etanol y metanol) permitira acarrear diferentes compuestos
de interés, tales como: glucosinolatos, clorofilas, fenoles y otros antioxidantes de
esquilmos de broécoli, permitiendo encontrar el solvente adecuado y, con ello, definir
el procedimiento 6ptimo para reutilizar fuentes de origen vegetal que son
considerados como desechos, pero de los cuales se pueden obtener una gran

cantidad de compuestos que pueden reintroducirse en la cadena de valor.



5. ANTECEDENTES.
5.1. Pérdidas de alimentos.

Actualmente, unos de los temas de interés para la sociedad son la
contaminacion ambiental y la seguridad alimentaria. Segun la FAO (2011 Global
Food Loss and Wastage Report), “un tercio de los alimentos que se producen para
el consumo humano se pierden o desperdician a nivel mundial”, lo que conlleva a
tener anualmente alrededor de 186 kg de desperdicios por persona (Otles et al.,
2015). Durante el manejo de los alimentos, que abarca desde la granja hasta la
mesa, existen muchas pérdidas. En las etapas de poscosecha es donde se produce
la mayor cantidad de pérdidas por diversos factores como: practicas agricolas
inadecuadas, falta de tecnologia, transporte, etc. Estos desperdicios de alimentos
ocurren en paises desarrollados, donde existe un derroche de alimentos y recursos
a nivel consumidor y minoristas, esto se debe por los rigurosos requisitos de calidad

del mercado y consumidores (Kummu et al., 2012).

Por informes de la FAO (2011), en los paises desarrollados, el desperdicio
gue existe de los alimentos corresponde a 222 millones de toneladas anualmente
(ton/afio). Ante ello, existe una gran preocupacion por la excesiva generacion de
residuos de alimentos y por la contaminacion ambiental, lo que atribuye a la emision
de gases de efecto invernadero y al cambio climatico (Lipinski et al., 2013). Es
necesario mencionar que, la industria agroalimentaria es la principal responsable de
un gran desperdicio de residuos organicos (biomasa), en donde han alcanzado 140
millones de ton/afio. Estos subproductos son considerados una gran fuente de
energia a un bajo costo, motivo por la cual estd siendo utilizada para producir
biocombustibles, ademéas de esto, los subproductos contienen compuestos con
valor agregado, ofreciendo una gran oportunidad al llevar a cabo su recuperacion
(Forster-Carneiro et al., 2013; Perlatti et al., 2014; Ayala et al., 2018). Por lo anterior,
los diferentes tipos de residuos agroindustriales presentan compuestos que pueden

ser ingresados a la cadena de valor.



5.2. Compuestos de interés presentes en residuos agroindustriales.

Dentro de la cadena de produccion existe materia prima que generalmente
no se usa, conocida como residuos o subproductos, es produce en alguna parte del
proceso productivo (Rosas et al., 2016). Estos residuos se han clasificados como
materiales soélidos adquiridos de la industrializacion o de productos primarios, estos
sirven para ser modificados y aprovechados, adquiriendo productos nuevos y con
un valor monetario, debido a que no son usados dentro del proceso que los creo,
los residuos agroindustriales se componen de lignocelulosa (lignina, celulosa y

hemicelulosa) (Saval, 2012).

Diversos estudios han demostrado que las frutas y las verduras son
provechosas para la salud de las personas, esto debido al gran contenido de
vitaminas A, C y E, minerales, polifenoles, pigmentos, glucosinolatos e
isotiocianatos, entre otros (Arts y Hollman, 2005, Hervert-Hernandez et al., 2011;
Wang et al., 2011; Weng y Yen, 2012; Denev et al., 2014). Por lo que los productos
naturales son de gran importancia debido a los compuestos de valor agregado que
presentan, siendo Utiles por su bioactividad (antibidtica, antifingica, antioxidante,
hipoglucemiante, entre otras). Lo que mas se destaca de éstos son los compuestos
fendlicos, los cuales se les atribuyen beneficios ante enfermedades
cardiovasculares, en la prevencion de cancer y su accion antioxidante (Cory et al.,
2018; Serino et al., 2019).

Se estima que cada afio se generan grandes cantidades de desechos, los
cuales no tienen un manejo fundamental, entre las partes de las plantas que se
desperdician estan principalmente los tallos, las hojas, los péndulos y los peciolos
(Galanakis, 2012). Existen investigaciones actuales, en las cuales se ha
demostrado que los residuos de origen vegetal tienen un buen potencial de uso en
diversos desechos a manera de fuente natural de fitoquimicos. Es necesario
recordar que, a pesar de las investigaciones, aun no existen o bien no se han
ejecutado soluciones fundamentales para la mayor parte de los desechos.
Asimismo, estos residuos generan grandes costos adicionales en la produccién final

dentro de la gestion ambiental (Devappa et al., 2015; Katsampa et al., 2015).



5.3. Principales compuestos requeridos en la industria alimentaria a partir de

residuos agroindustriales.

Los residuos agricolas mal operados no proporcionan ningun tipo de valor.
La conversion agricola de los desechos en subproductos es una excelente area de
oportunidad. Segun principios de quimica verde, los residuos agricolas se pueden
recuperar y convertirse en diferentes subproductos con una variedad de
aplicaciones, como alimentos funcionales, entre otros (Singh et al., 2019). Algunos
residuos incluyen una gran cantidad de ingredientes alimentarios como lo es el
azucar, metales y proteinas, por lo que pueden ser una importante fuente bioldgica,
asi como, los fenoles y carotenos a los cuales se les consideran propiedades
antioxidantes (Singh et al., 2019). Compuestos como aceites esenciales, -glucanos
y sabores volétiles o colorantes naturales se sugiere como un aditivo promotor de
la salud en la industria alimentaria debido a sus propiedades antioxidantes y

antimicrobianas (Singh et al., 2019).

Los polisacéaridos y lignina forman a las fibras las cuales son muy importantes
en los alimentos funcionales (Routray, 2017). Los compuestos fendlicos que son
metabolitos secundarios, estan presentes en las cascaras de las papas, lo cual les
sirve para que no se dé una infeccion microbiana. Estas son muy comerciales y, por
lo tanto, existe un gran desperdicio. Durante el procesamiento de la cascara se da
la extraccién de estos compuestos, los mas abundantes son el acido clorogénico,
cafeico y ferulico, son considerados benéficos para la salud humana (Henderson et
al., 2012).

Dentro de los desechos (hojas, cascaras, semillas, tallos y raices) son
grandes cantidades de residuos, contemplando que son generados principalmente
de frutas y hortalizas, las cuales contienen lipidos, flavonoides, compuestos
fendlicos, vitaminas, carotenoides, proteinas y otros compuestos de interés
comercial, ademas de los desechos de frutas y hortalizas también se encuentran
los desechos agricolas como lo es salvados, semillas, tallos y cascaras, estos son
generados en cantidades enormes y son mas nutritivos que la materia prima (Wall-
Medrano et al., 2020).



5.4. Residuos de cruciferas.

Las cruciferas son de suma importancia, sobre todo para la produccién en
México, puesto que se plantan 50 000 ha aproximadamente, esta plantacion se
confroma de brocoli con el 74 %, de col 12.45 % y de colifolor un 70 % (Suarez et
al., 2006). En el caso particular de las cruciferas, se sabe que su composiciéon
quimica y caracteristicas nutricionales estan presentes en las inflorescencias, lo
cual es la parte comestible de la planta, principalmente en el caso del brécoli
(Moreno et al.,, 2007; Vallejo et al.,, 2002). Esta parte de las inflorescencias
representa entre el 5 y 35 % del material vegetal total de la planta, mientras que las
hojas, los tallos y los rebrotes no son comercializables, siendo considerados como
productos sin valor gastronémico, los cuales representan entre un 65 a 95 % del
material vegetal total de la planta (Moreno et al., 2007; Vallejo et al., 2002). Esto
implica que se puede obtener una cantidad considerable de biomasa a base de
material vegetal que puede ser aprovechado para la obtencion de subproductos de
interés. Los residuos de cruciferas debido a los tejidos de las plantas, se destacan
por tener elevados compuestos azufrados denominados glucosinolatos (Krikegaard
y Sarwar, 1998).

5.4.1. Compuestos presentes en los residuos de brocoli.

El brocoli (Brassica oleracea L. var. ltalica) de origen oriental del
Mediterrdneo de Europa. Hortaliza climatérica perecedera, se destaca por tener
glucosinolatos, compuestos fendlicos, vitamina C, minerales y antioxidantes
(Filannino et al., 2015; Cai et al., 2016; Bhandari et al., 2019). Estos compuestos
presentes en los diferentes tejidos vegetales de esta planta son principalmente
compuestos nitrogenados y/o sulfurados, los cuales presentan actividad bioldgica,
tanto los glucosinolatos como sus derivados, conocidos como isotiocianatos
(Moreno et al., 2007). Ambos compuestos se han descrito como subproductos del
brécoli en diversas variedades, cuyos niveles de concentracion mas altos se
encuentran en los tallos y en las hojas de la planta. En las hojas y los tallos se
presentan una gran cantidad de compuestos fendlicos, pero estos polifenoles estan

presentes con una capacidad similar en las inflorescencias de la planta (Moreno et
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al., 2007; Vallejo et al., 2002). Se destaca sobre todo en las hojas; esto debido a su
alto contenido en polifenoles derivados del metabolismo secundario, los cuales
estan compuestos de uno o mas anillos fendlicos (Quifiones, 2012). Se han
encontrado concentraciones de polifenoles en hojas deshidratadas de 7.8 mg EAG
g! (Murugan et al., 2014) y hasta de 13.10 mg EAG g* en hojas liofilizadas (Hwang
y Lim 2015).

5.4.1.1. Glucosinolatos.

En Brassica la cantidad de los glucosinolatos varia dependiendo de
condiciones ambientales como luz, temperatura, agua, nutrientes, condiciones de
poscosecha y fase de crecimiento, asi como, las etapas de crecimiento (Bhandari
et al., 2019). Los glucosinolatos son metabolitos vegetales secundarios con gran
riqueza en azufre, que al ser removidos del material vegetal ya sea masticando,
cortando, etc., se activan. La enzima mirosinasa es liberada de la planta, lo cual
hace que actle con los glucosinolatos, produciendo asi una serie de metabolitos
bioactivos. Existen diversos estudios de los glucosinolatos sobre los efectos hacia
la resistencia de insectos en las plantas (Hopkins et al., 2009). Debido a esto, el
interés por la cuantificacion de glucosinolatos es de amplio interés en métodos

validados y aplicables en el analisis de éstos (Clarke, 2010).

Los glucosinolatos se caracterizan principalmente por tener un grupo de
isotiocianato, el cual estd combinado con tioglucosa y un grupo R adicional; la
glucosa se modifica como el carbono central del isotiocianato, dando como
resultado a una extensa gama de glucosinolatos. Desde 2001, se ha establecido
gue existen 120 estructuras de glucosinolatos individuales (Hopkins et al., 2009). A
los glucosinolatos se les atribuye el aroma y el sabor de las brassicas, con un bajo
poder biologico, el cual aumenta cuando son hidrolizadas (Lampe, 2003).
Generalmente, son compuestos que estan estables en el interior de las células
vegetales, en cambio cuando las células y tejidos son afectados, éstos se hidrolizan,
en los glucosinolatos, la hidrélisis es moderada por la enzima mirosinasa, cuyo

contenido es diferente entre las variedades de una misma especie (Fahey et al.,



2001). Debido a esta hidrélisis se obtienen los compuestos, tales como:

isotiocianatos, tiocianatos, entre otros compuestos de interés (Verkerk et al., 2009).

5.5. Métodos de extraccion.

La extraccion de compuestos bioactivos son una de las fuentes naturales que
mas se utiliza dentro de las industrias y, sobre todo, en la industria alimentaria.
Existen métodos tradicionales como lo es la extraccion con disolventes, alta presion
hidrostatica, destilacion por arrastre de vapor, entre otros; que tienen como principal
caracteristica el uso de una gran cantidad de disolvente (Belova et al., 2009). Estos
meétodos requieren de un extenso tiempo para la extraccion, ademas de tener bajos
rendimientos y requerir un elevado uso de energia, emplean altas temperaturas y
presiones que en ocasiones dafan la calidad de los extractos obtenidos o bien se
aniquila el compuesto de interés (Prashant et al., 2011; Azmir et al., 2013).

Existen algunos métodos de extraccion que no dafian al medio ambiente,
como la extraccion asistida por ultrasonido permitiendo la extraccién de vitaminas,
o bien, el método de extraccibn mediante microondas por medio del cual se extraen
compuestos de valor solubles en agua, en donde se han estado recuperado
fitoquimicos recientemente (Ferreira et al., 2018). Estos métodos de extraccion son
denominadas tecnologias verdes puesto que, necesitan energia en menor cantidad,
disminuyen el tiempo de proceso, se utilizan productos naturales renovables y

disminuyen el uso de sustancias peligrosas (Azaizeh et al., 2011).

5.5.1. Microondas.

La técnica de extraccion por microondas se ha nombrado como una técnica
de extraccion verde, esto debido a que acorta el tiempo de extraccion, con lo cual
se reduce el consumo del solvente. Este se basa en un calentamiento dieléctrico,
proceso por el cual una radiacién electromagnética de microondas calienta un
material debido a la rotacion del dipolo de los componentes presentes (Ran et al.,
2019). Es decir, en la radiacion las moléculas polares (ejemplo, agua) que estan en
los alimentos empiezan en movimiento para alinearse en direccion perpendicular,

va cambiando la estructura conforme a la frecuencia del campo eléctrico donde las
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moléculas que son alteradas se mueven apresuradas y asi generan friccion

produciendo calor (Chandrasekaran et al., 2013).

Existen muchos parametros, los cuales se deben de analizar para la
optimizacién del proceso de microondas, tales como: la relacion de solvente, la
potencia del microondas, sélido del solvente, tiempo de extraccidon y la temperatura.
Lo que respecta al solvente, ya sea el etanol (mas comunmente empleado junto con
extraccion por microondas) solo o bien con agua, mantiene una buena capacidad
para concentrarse la energia del microondas y muestra propiedades buenas,
solubles para los compuestos fendlicos. Se tiene que tener en cuenta la cantidad
adecuada a utilizar del disolvente para asi tener una entrada buena y completa de
la muestra por la irradiacion, con esto se evita el exceso de consumo de energia y
tiempo, para la eliminacion de la recuperacion final de los compuestos. Es necesario
mencionar que, para tener una estabilidad de los diferentes compuestos a extraer,
se debe tener en cuenta la temperatura, tiempo de extraccion y, sobre todo, la

potencia de las microondas (Talmaciu et al., 2015).

Por medio de la extraccion por microondas se pueden adquirir una enorme
cantidad de compuestos bioactivos como pueden ser; flavonoides, carotenoides y
fenoles, cabe mencionar que microondas se puede llevar a cabo con o sin solvente
(Soquetta et al., 2018).

5.6. Solventes en los métodos de extraccion.

Existen diferentes solventes como lo es el etanol, el metanol y la acetona, los
cuales son combinadas con agua formado asi una solucién. Dentro de la extraccién
de compuestos fendlicos, existen diversas técnicas de extraccion y, con éstos, el
rendimiento que se obtenga dependera de la polaridad del disolvente. Se sabe que
la extraccidn con solventes organicos es sencilla, pero también es costosa, ademas
de que es dafiina para el ser humano. Debido a esto, se han encontrado reportes
en donde se utilizan las concentraciones de etanol al 30 % (Hoffmann, 1996) o al
70 % para asi disminuir el grado de toxicidad, con esto se considera ser mas seguro

y, por lo tanto, mas eficiente (Xavier et al., 2015).
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Ademas, diversos estudios han demostrado que el etanol es un éxito como
solvente organico debido a que es soluble con el didxido de carbono. Sin embargo,
la extraccion de solubilidad es baja, teniendo un elevado peso molecular y, sobre

todo, solutos polares (Galanakis, 2012).

Para la determinacion de glucosinolatos se han manifestado el uso de
metanol-agua, etanol-agua (1:1) y metanol-agua (7:3) para las muestras de los

tejidos verdes que estén liofilizados (Wathelet et al., 2004).
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6. MATERIALES Y METODOS.
6.1. Material vegetal.

Para la elaboracion de los extractos se llevo a cabo la recoleccion de la
materia prima (esquilmos de brécoli), los cuales se obtuvieron de Puebla, México.
Posteriormente, se almacenaron en cuarto frio a una temperatura de 4 °C para su
futuro uso, se lavaron y secaron mediante una estufa (Yamato, Constant
temperatura oven, China; Figura 1) por conveccion a una temperatura de 45 °C
durante 24 h. Las hojas fueron cortadas en trozos pequefos para que exista una
deshidratacion completa, las cuales fueron colocadas en charolas de aluminio. Las
hojas secas fueron molidas en una licuadora durante 2 min, la muestra molida fue
envuelta en papel aluminio para que no esté en contacto con los rayos del sol y la
humedad, y fue almacenada en un desecador con los datos correspondientes (fecha
y peso), posteriormente se tamizé la muestra molida con la ayuda de un tamiz con
una malla numero 100, obteniendo un polvo fino con un tamafio de particula <150
Mm. La muestra tamizada se volvié a almacenar en papel aluminio para evitar que

entre en contacto con la luz y la humedad.

Figura 1. Estufa para secado por conveccion.

6.2. Métodos de extraccion.

Para el método de microondas, se utilizé el equipo de ultrasonido/microondas
(Ultrasonic Microwave Cooperative Workstation, Marca: Atpio, Modelo: XO-SM400,
Nanjing, China; Figura 2). Potencia del equipo: 2500 W. Condiciones del equipo
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microondas; power ratio: 800 W, display pwr: 0, set time: 70 °C, Holding time: 5 min
(Figura 3).

Figura 3. Condiciones del equipo de microondas.

6.3. Tratamientos a base de diferentes solventes.

El método de extraccidon consisti6 en microondas y diferentes solventes
(agua, metanol y etanol), iniciando con la inactivacion de la enzima mirosinasa. Se
pesaron 44.4 g de la muestra tamizada en una charola pequefia de aluminio. La
charola con la muestra se colocdé en una parrilla eléctrica para dar inicio a la
inactivacion de la enzima mirosinasa durante 20 min, manteniendo una temperatura

de 80 °C. Este procedimiento se llevo a cabo para cada solvente.

Agua (extracto acuoso): para el extracto acuoso se midieron 1000 mL de
agua destilada, el agua se agregd en un matraz de Erlenmeyer para después ser
calentada por 20 min manteniendo una temperatura de 80 °C, en una parrilla

eléctrica. Una vez transcurrido el tiempo, se afiadio la muestra haciendo una

14



homogenizacion completa. Después se colocé nuevamente el matraz con la
muestra homogenizada en la parrilla, cumpliendo con la temperatura y tiempo antes
ya mencionados. Se dejo enfriar para después vaciar la muestra en el reactor del
microondas, con el cuidado y acomodo adecuado aplicando las condiciones
mencionadas en los métodos de extraccion. Se retird el reactor del equipo para
después filtrar el extracto en tela filtro y papel filtro de café comercial tres veces en
cada uno de los filtros. Al tener el extracto filtrado se guardd en un recipiente de
plastico envuelto en papel aluminio con la etiqueta correspondiente. Al tener el

frasco con la etiqueta se guardd en un refrigerador a 4 °C para su futuro uso.

Etanol al 70 %: Para el extracto etandlico se midieron 700 mL etanol y 300
mL de agua destilada, el solvente se agreg6 en un matraz Erlenmeyer para después
ser calentada por 20 min manteniendo una temperatura de 80 °C, en una parrilla
eléctrica. Una vez transcurrido el tiempo se afiadid la muestra haciendo una
homogenizacién completa. Después se colocé nuevamente el matraz con la
muestra homogenizada en la parrilla, cumpliendo con la temperatura y tiempo antes
ya mencionados. Se dejo enfriar para después vaciar la muestra en el reactor del
microondas, con el cuidado y acomodo adecuado aplicando las condiciones
mencionadas en los métodos de extraccion. Se retird el reactor del equipo para
después filtrar el extracto en tela filtro y papel filtro de café comercial tres veces en
cada uno de los filtros. Al tener el extracto filtrado se guardd en un recipiente de
plastico envuelto en papel aluminio con la etiqueta correspondiente. Al tener el

frasco con la etiqueta se guardd en un refrigerador a 4 °C para su futuro uso.

Metanol al 70 %: Para el extracto metandlico se midieron 700 mL de metanol
absoluto y 300 mL de agua destilada, el solvente se agregé en un matraz
Erlenmeyer para después ser calentada por 20 min, manteniendo una temperatura
de 80 °C en una parrilla eléctrica. Una vez transcurrido el tiempo, se afadio la
muestra haciendo una homogenizacion completa. Después se coloc6 nuevamente
el matraz con la muestra homogenizada en la parrilla, cumpliendo con la
temperatura y tiempo antes ya mencionados. Se dejo enfriar para después vaciar la

muestra en el reactor del microondas, con el cuidado y acomodo adecuado
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aplicando las condiciones mencionadas en los métodos de extraccion. Se retird el
reactor del equipo para después filtrar el extracto en tela filtro y papel filtro de café
comercial tres veces en cada uno de los filtros. Al tener el extracto filtrado se guardé
en un recipiente de plastico envuelto en papel aluminio con la etiqueta
correspondiente. Al tener el frasco con la etiqueta se guardo6 en un refrigerador a 4

°C para su futuro uso.

6.4. Determinaciones.

Cada una de las determinaciones de los extractos se llevdo a cabo por

triplicado.

6.4.1. Contenido de glucosinolatos.

Para la determinacion de glucosinolatos de los extractos se dio comienzo
tomando 15 mL, los cuales se centrifugaron (Centrifuga VALEDPRIME, EUA; Figura

4) a 4000 rpm en un tiempo de 3 min.

Figura 4. Centrifuga.

Posteriormente, se realiz la purificacion de los extractos la cual consta de
cuatro etapas (acondicionamiento, adsorcion, lavado y elusion), la purificacion se
efectud con cartuchos LC-SAX (Supelco®, Analytical Products, EUA), el cual fue
empleado en una aguja de jeringa en un corcho, se usé como tapon en un matraz
apto para una bomba de vacio (ROCKER 300, AC 100V-120V, Taiwan; Figura 5)

acelerando la filtracion.
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I.  Acondicionamiento: al cartucho se agregaron 3 mL de metanol
seguido de 3 mL de agua para ser desplazado el metanol absoluto,
posteriormente 2.5 mL de acetato de sodio al 0.5 M después se
afiadieron 2.5 mL de agua (gota a gota).

II.  Adsorcion: se agregaron 3 mL del extracto (acuoso, etanol y metanol)
al cartucho.

lll.  Lavado: se afiadieron 2.5 mL de agua para eliminar las impurezas que
no son del interés.

IV. Elusion: se le agregaron 3 mL de cloruro de sodio al 0.5 M para
obtener los compuestos de interés, los cuales son almacenados en un

tubo de ensaye.

Figura 5. Bomba de vacio.

Al tener el extracto purificado es liofilizado (Labconco, FreeZone 2.5 plus,
EUA) en el trascurso de 36 h. Se tomaron 40 mg del extracto liofilizado, se le
incorporo 700 uL de buffer de acetato 0.2 M pH 4.2 a temperatura ambiente, se agité
durante 15 min, luego se incorporaron 100 pL de acetato de plomo y bario a 0.5 M,
agitando en vortex (Genie 1, Touch Mixer, EUA) durante 2 min. Se agregaron 50
mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) incubandose a temperatura ambiente, en un
tiempo de 10 min, pasado este tiempo se adicionaron 100 yL de sulfato de sodio 2
M. Se centrifugo por 5 min a 13,000 rpm a temperatura ambiente. Del extracto
centrifugado se tomaron 200 uL mezclandose con 200 pL de hidréxido de sodio 2

M y se incubaron en un tiempo de 30 min a temperatura ambiente. Después se
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incorporaron 30 uL de acido clorhidrico concentrado y se centrifugd durante 10 min
a 4000 rpm.

e ea— I
NWBiclek Lj

Figura 6. Espectrofotémetro.

De esta mezcla se tomaron 100 uL del sobrenadante y se afiadieron en una
microplaca, afiadiendo 100 uL de buffer de ferricianuro 0.2 M, pH 7.0. Midiendo
finalmente la absorbancia a 420 nm antes de 15 s en el espectrofotometro (EPOCH
2, Marca: BioTek, Figura 6) para asi obtener los glucosinolatos, empleando como
blanco el buffer de fosfato 0.2 M, pH 7. Se calcul6 el contenido de glucosinolatos
totales empleando una curva de calibracién de sinigrina mediante las siguientes

ecuaciones (1y 2) y la concentracién se reporté como g kg:

y = mx + b (formula de la pendiente) (ecuacion 1).

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

6.4.2. Clorofilas a, b, totales y carotenos totales.

Se tomaron 500 uL del extracto (acuoso, etanol y metanol) de brocoli por el
sistema de microondas, homogenizandolo con 10 mL de metanol. La muestra
homogenizada se centrifugé a 10000 rpm en un periodo de 15 min a4 °C. Se realizo
una disolucion 1:10 (1 mL del extracto homogenizado en 9 mL de metanol). De las
disoluciones de los extractos se tom6 1 mL para agregarlo en las celdas
correspondientes del espectrofotdmetro (Thermo Electron Corporation, GENESYS
10 UV, EUA), para leer su absorbancia a 652, 665 y 470 nm (Sumanta et al., 2014).
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Al tener cada una de las absorbancias se determinaron las clorofilas a (Chla), b

(Chlb) y carotenos por medio de las siguientes ecuaciones:

Chla = 16.72 Aggs — 9.16 Agso (ecuacion 3).
Chlb = 34.09 Ags, — 15.28 Aggs (ecuacion 4).

Para las clorofilas totales (Chl total) se realiz6 la suma de las clorofilas a 'y b.
Chl total = Chla — Chlb (ecuacion 5).

Para la cuantificacién de carotenos (C x + ¢) se emple0 la siguiente ecuacion:
Cx + ¢ = (1000 Ay7 — 1.63 Chla — 104.96 Chlb)/221

(ecuacion 6).

6.4.3. Vitamina C.

La determinacion de la vitamina C se llevo a cabo por el método volumétrico
2,6-diclorofenolindofenol (Método 967,21 de la AOAC). Se tomd 1 mL de cada uno
de los extractos y se afiadid 1 mL de la solucion metafosforico/acético y 8 mL de
agua destilada. Se titulé cada uno de las muestras con el reactivo del Thielmann,
hasta obtener una coloracion rosa la cual no desaparece durante 30 s. Para la
determinacion de vitamina C de cada una de los extractos se realiz6 la siguiente
ecuacion:

mL gastados * FT = FD * 100
VA = P

Vitamina C mg/100 g =

(ecuacion 7).
Donde:
FT = mg de acido ascorbico equivalentes al reactivo de titulacion.
FD = Factor de dilucion.
VA = Volumen total en mL del extracto.

P = Peso de la muestra en gramos.

6.4.4. Proteinas.

La determinacién de proteinas se llevé a cabo por el método de Bradford

(Bradford, 1976). Una muestra de 500 pL del extracto se homogenizé con solucién
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(buffer de fosfatos de sodio) y se afiadieron 25 mg de PVPP. Posteriormente, se
centrifugd a 3000 rpm durante 15 min. Del sobrenadante se utilizaron 100 pL, se le
afadié 200 uL del reactivo de Bradford y 700 uL de agua destilada. Se leyo la
absorbancia a 620 nm en el espectrofotometro (Thermo Electron Corporation,
GENESYS 10 UV, EUA). Los resultados se reportaron basandose en una curva
patron de albumina, mediante las siguientes ecuaciones y la concentracion de

proteinas se reporté en mg mL™.

y = mx + b (formula de la pendiente) (ecuacion 8).

X = (y — b) / m (despeje) (ecuacion 9).

6.4.5. Compuestos fendlicos totales.

La determinacion se realizé por el método de Folin-Ciocalteu, la cual se basa
en la capacidad de los fenoles al estar en contacto con los agentes oxidantes
(Singleton y Rossi, 1965). Se mezclaron 100 pL del extracto con la dilucién 1:10 con
500 pL del reactivo Folin-Ciocalteu (dilucion con agua 1:10 v/v) y se incubd durante
1 min. Se agregaron 400 yL de carbonato de sodio al 7.5 % (p/v). Se incubo la
mezcla de reaccién durante 30 min a temperatura ambiente, teniendo en cuenta que
deben de estar tapadas con las cajas correspondientes. Trascurrido el tiempo, se
midié la absorbancia a 765 nm en el espectrofotometro (Thermo Electron
Corporation, GENESYS 10 UV, EUA). A la par, se realizé una curva patron de acido
galico (0-100ug de &cido galico mL1). Los resultados de los principales compuestos
fendlicos se expresaron como pg equivalentes de acido galico (EAG) mL?® de

extracto.

6.4.6. Capacidad antioxidante total.

La determinacion de capacidad antioxidante total se llevd a cabo por medio
de la técnica descrita por Brand-Williams (1995). Se tomaron 50 pL del extracto (el
cual estaba con una disolucién 1:10), mezclandose con 950 uL de DPPH. Dejando
reposar las muestras 15 min para posteriormente leer la absorbancia a 515 nm en
el espectrofotémetro (Thermo Electron Corporation, GENESYS 10 UV, EUA). Junto

20



con las muestras experimentales se realizé una curva patron de acido galico (0-5.88
pumoles de acido gélico mL™). Los resultados se expresaron como pmoles EAG mL-
! de extracto.

6.5. Disefio experimental.

Se generaron 3 diferentes extractos a partir de diferentes solventes (agua,
etanol y metanol) mediante un método microondas en esquilmos de brécoli. Se

analizé el contenido de compuestos de interés por triplicado.

6.6. Andlisis estadistico.

Todos los datos se analizaron en el programa estadistico NCSS (GESSO07,
2006), empleando el analisis de varianza (ANOVA) con una significancia de a=0.05

y una prueba post hoc de Tukey-Kramer.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1. Contenido de glucosinolatos.

En la Figura 7, se muestra el contenido de glucosinolatos con los solventes
(agua, metanol y etanol), no mostrando una diferencia estadistica significativa

(p>0.05) entre los extractos.
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Figura 7. Contenido de glucosinolatos (g de glucosinolatos kg de tejido vegetal)
en los diferentes extractos de esquilmos de brécoli obtenidos mediante
microondas y diferentes solventes (agua, metanol 70 % v/v y etanol 70 % v/v).

Paulsen et al. (2021) examinaron las flores de brdcoli para la determinacion
de glucosinolatos de forma convencional, comparando el uso de bolsas con otro sin
bolsas mediante microondas doméstico, sometiéndolos a una potencia de 800 W
por 5 min. Para la extraccion de GLS utilizaron metanol, mostrando como resultado
que el uso de bolsa logra que se mantenga mas el contenido de GLS (32.3 mmol
kgt). Por la anterior, se consideré que el uso del microondas es una fuente para
preparar alimentos mas rapido conservando compuestos bioactivos de los

alimentos.

Omirou et al. (2009) estudiaron la extraccion de glucosinolatos los cuales son
abundantes en las brassicaceas, pero su enfoque fue para Eruca sativa (Rucula)
mediante el método de microondas. Este método fue comparado con el de

22



ultrasonido y el método certificado ISO-9167, utilizando como solvente metanol para
su extraccion. Los resultados de esta investigacion mostraron que tanto el método
ISO como el de microondas son eficaces, mostrando un total de GLS de 110 pmol
g* aproximadamente, en un tiempo corto de 10 min, por lo tanto, el método eficiente

para la extraccion de glucosinolatos en tejidos vegetales es el de microondas.

Liu et al. (2018) analizaron la extraccion de glucosinolatos en hojas, tallos y
flores del brocoli, evaluando los subproductos con el solvente de metanol. Estos
Autores demostraron que la concentracion de glucosinolatos en las flores (34.66
umol gt de peso seco) fue mas elevada en comparacién de las hojas (10.08 ymol
gl) y tallos (7.45 ymol g). Sin embargo, concluyeron que, aunque las flores son
ricas en glucosinolatos, las hojas son mas ricas en los demas nutrientes como
vitaminas, contenido fendlico y capacidad antioxidante, por lo cual los tejidos de la

hoja son mas funcionales para los alimentos.

Sookjitsumran et al. (2016) extrajeron con etanol extractos a base de hojas
de repollo para determinar glucosinolatos, comparando la extraccion por solvente
precalentado (PSE) con extraccidn asistida por microondas. Estos Autores lograron
demostrar que el método de microondas optimizé en un tiempo de 9 min los
glucosinolatos, con esto determinaron que el microondas es méas 6ptimo para la

extraccion que el PSE, ademas de que tiene un consumo de energia inferior.

Radosevic et al. (2017) mediante su investigacion de contenido de
glucosinolatos en col rizada y extractos de brocoli, utilizando hojas de col y flores de
brocoli con el solvente metanol. Obteniendo con esto aproximadamente 297.66 +
1.15 ymol 100 g* de GLS en extractos de brécoli en comparacién con los de col
que fueron mas bajos (195.04 + 4.9 pmol 100 g*), motivo por el cual contemplan

mayor concentracion de GLS en brdcoli, asi como, otros compuestos bioactivos.

7.2. Clorofila a.

En la Figura 8, se muestra el contenido de clorofila a en los extractos

obtenidos con los tres solventes (agua, metanol y etanol), en donde se muestra que
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el mayor contenido de clorofila a se obtuvo en el extracto con el solvente etanol con
diferencia significativa (p<0.05), seguido del obtenido con metanol y, finalmente, el

de menor contenido de clorofila a se obtuvo con agua.
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Figura 8. Contenido de clorofila a (ug de clorofila a mL™) en los diferentes
extractos de esquilmos de brécoli obtenidos mediante microondas y diferentes
solventes (agua, metanol 70 % v/v y etanol 70 % v/v).

Simoén y Helliwell (1998) en su investigacion extrajeron la clorofila a de algas
verdes de agua dulce, comparando dos solventes; acetona y metanol. Dentro de
sus resultados mostraron que el solvente que optimiza la recuperacion de clorofila
de las células de las algas es el metanol. En otro estudio, Deng et al. (2008)
extrajeron la clorofila a del alga verde azulada la cual es comestible, examinando
las capas que formaba el alga. Los Autores Deng et al. (2008) compararon los
filamentos de las capas (interna y externa) usando metanol, con esto sefalaron que
en la capa interna el contenido de clorofila a fue 1.6 veces mayor que la capa

externa.

Liu et al. (2018) en su estudio de clorofila a en flores, hojas y tallos de brécoli
evaluaron los subproductos con el solvente de metanol. Estos Autores sefialaron
gue dentro de las hojas de brdocoli se encuentra una mayor concentracion de clorofila
a (4478 ug g* de peso seco) mientras que en tallos (144 pg g* de peso seco) y

flores (852 ug g* de peso seco) con sus resultados sugieren que el tejido de la hoja

24



de brocoli puede ser una excelente fuente de nutrientes esenciales para los
alimentos. En otro estudio Gudifio et al. (2022) analizaron el brocoli (flor, hoja y tallo)
usando metanol y etanol como solventes. Los Autores determinaron que el solvente
con mas compuestos bioactivos es el etanol, ademas en la hoja se concentra mayor
clorofila a (56.38 mg 100 g peso seco) en comparacién con el tallo (10.95 mg 100
g peso seco) y la flor (27.93 mg 100 g* peso seco). Cao et al. (2020) compararon
la cinética de secado de microondas y ultrasonido mediante el secado del brécoli,
demostrando en los resultados que la velocidad de secado mas rapida es la de
microondas consiguiendo 1,635.6 ug g* de peso seco mejor que ultrasonido (1087.9

ug g de peso seco) en la proteccion de clorofila a.

7.3. Clorofila b.

En la Figura 9, se muestra el contenido de clorofila b en los extractos
obtenidos con los tres solventes (agua, metanol y etanol), en donde se muestra que
el mayor contenido de clorofila b se obtuvo en el extracto con el solvente etanol con
diferencia significativa (p<0.05) con respecto al metanol y el agua.
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Figura 9. Contenido de clorofila b (ug de clorofila b mL™) en los diferentes
extractos de esquilmos de brécoli obtenidos mediante microondas y diferentes
solventes (agua, metanol 70 % v/v y etanol 70 % v/v).

Clorofila b (ng de Chl b / mL de extracto)
a

Gudifio et al. (2022) analizaron partes del brocoli (flor, hoja y tallo) utilizando

metanol y etanol como solventes, mediante estos extractos determinaron el
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contenido de clorofila b. En su investigacion, los Autores lograron identificar la parte
del brécoli con mayor concentracion la cual es la hoja (20.04 mg 100 g* peso seco)
en comparacion con la flor (7.57 mg 100 g peso seco) y tallo (2.93 mg 100 g* peso
seco) con el solvente etandlico. Por medio del secado del brécoli. Cao et al. (2020)
compararon la cinética de secado de microondas y ultrasonido, demostrando en los
resultados que la velocidad de secado mas rapida es la de microondas consiguiendo
415.5 ug g de peso seco mejor que ultrasonido (331 ug g* de peso seco) en la
proteccion de clorofila b. Tomsone et al. (2019) investigaron el orujo de las hojas de
rabano picante (Armouracia rusticana) el cual contiene compuestos bioactivos,
entre ellos clorofila b, obteniendo el contenido de clorofila b aproximadamente fue
de 0.26 + 0.01 mg 100 g* de peso seco. Ghellam et al. (2022) mediante técnicas de
secado determinaron las clorofilas de Molokhia (Corchorus olitorius) una verdura de
hoja popular, las técnicas son secado a la sombra (SHD), secado convectivo (COD)
y secado por microondas (MID), mostrando en los resultados que las técnicas de
secado no afectan la clorofila b, en donde el contenido estuvo aproximadamente mg

100 g* de peso fresco.

7.4. Clorofilas totales.

El mayor contenido de clorofilas totales se obtuvo en el extracto con el
solvente etanol con diferencia significativa (p<0.05), seguido del obtenido con
metanol y, finalmente, el de menor contenido de clorofilas totales fue empleando

como extraente al agua (Figura 10).
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Figura 10. Contenido de clorofilas totales (ug de clorofilas mL™) en los diferentes
extractos de esquilmos de brécoli obtenidos mediante microondas y diferentes
solventes (agua, metanol 70 % v/v y etanol 70 % v/v).

Gudifio et al. (2022) analizaron el tallo, la inflorescencia y la hoja del brocoli
realizando subproductos del mismo con dos solventes (etanol y metanol). Los
Autores determinaron el contenido de clorofila el cual estaba aproximadamente
entre 10.86 y 97.08 mg de clorofila 100 g de peso seco. Por lo que concluyeron
que el solvente mas efectivo es el etandlico, dando asi un valor agregado y
aprovechando a los subproductos de brdocoli. Borja et al. (2020) extrajeron clorofilas
de subproductos a base de hojas y tallo de brécoli, utilizando como solvente etanol.
Los Autores compararon dos meétodos de extraccion: convencional y de fluidos
supercriticos (SFE), obteniendo como resultado de la extraccién convencional 30.03
+ 0.89 mg 100 g mientras que del SFE se obtuvieron 32.64 + 1.72 mg 100 g*. Por
lo que el mejor método de extraccion en este caso es SFE, al cual consideran como
una tecnologia verde por el uso de solventes verdes, ademas de ser una técnica

eficiente y rapida.

Hernandez (2019) en el estudio de hojas de lima mexicana (Citrus aurantifolia
Swingle) analizo el contenido de compuestos bioactivos, entre ellos, el contenido de

clorofila total con extracto acuoso y etandlico. Los resultados indican que el extracto
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etandlico obtuvo 2.03 mg clorofila total 100 g de hoja. En otro estudio de clorofilas
realizado en Lemna minor (lenteja de agua), Potamogeton crispus y Egeria densa,
plantas acuéaticas donde compararon solventes como acetona acuosa al 80 %,
acetona acuosa al 90 % y etanol acuoso al 95 % (Su et al., 2010). Mediante este
estudio se dieron cuenta que el solvente acetona acuoso al 90 % obtuvo mayor
contenido de clorofila (0.860-0.008 mg g*), seguida de etanol acuoso al 95 %
(0.745-0.018 mg g1). Los Autores consideran al solvente acetona al 90 %, es el que
acarrea mayor concentracion de clorofila de plantas acuaticas, sin embargo,
consideran que no hubo mucha diferencia del solvente etanol el cual también es

efectivo.

7.5. Carotenos.

Los resultados del contenido de carotenos muestran que el mayor contenido
se obtuvo mediante el extracto con el solvente etanol de manera significativa
(p<0.05), seguido del obtenido con metanol, siendo el extracto acuoso (agua) el que
presentd el menor contenido de carotenos (Figura 11).
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Figura 11. Contenido de carotenos (ug de carotenos mL1) en los diferentes
extractos de esquilmos de brocoli obtenidos mediante microondas y diferentes
solventes (agua, metanol 70 % v/v y etanol 70 % v/v).
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Carotenos totales (g de carotenos / mL de extracto)
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Liu et al. (2018) analizaron la extraccion de carotenos en hojas, tallos y flores
del brécoli, evaluando los subproductos con el solvente de metanol. En este estudio
los Autores demostraron que en las hojas se encontraba mayor concentracion de
carotenos (1095 ug g* de peso seco) que los tallos (15.6 pg g* de peso seco) y las
flores (181 pug g* de peso seco). Los resultados mostraron que las hojas de brécoli
son mas ricas en nutrientes y que pueden ser Utiles los subproductos de brécoli en
la dieta humana y como materia prima para la industria como compuestos
bioactivos. Borja et al. (2020) sefialaron en su estudio que la extraccion de
carotenos en la mezcla de tallos y hojas de brocoli con etanol como solvente,
comparando el método de extraccion convencional contra la extraccion de fluidos
supercriticos (SFE), determinando que el porcentaje del valor mas elevado de
carotenos se obtiene mediante extraccion convencional 253.40 + 7.30 mg 100 g+
mientras que con SFE se obtiene 148.93 + 8.56 mg 100 g*. Sin embargo, los
Autores sefialan que el mejor método de extraccion es el método SFE por ser una
tecnologia que usa solventes verdes, ademas, de ser eficaz para la extraccion de

compuestos bioactivos.

Mediante la extraccidon de microondas (MAE), ultrasonido (UAE) y la
extraccidn convencional, los Autores Chuyen et al. (2017) examinaron la cascara de
la fruta Gac (Momordica cochinchinensis Spreng) utilizando acetato de etileno como
solvente de extraccion, analizando el tiempo de extraccion. Los resultados mediante
este estudio demostraron que tanto MAE como UAE reducen el tiempo de
extraccion en comparacion con la extraccion convencional, teniendo contenido de
carotenos de MAE 236 mg 100 g* de peso seco durante 4 min, mientras que en
EAU el valor obtenido fue de 263 mg 100 g* de peso seco después de 1 h. Por ello,
estas tecnologias son nombradas como verdes, puesto que guardan mas
compuestos bioactivos por corto tiempo con menos gasto energético, sobre todo
MAE. En otro estudio, Lasunon et al. (2021) determinaron compuestos bioactivos
de los residuos de tomate mediante la extraccion de microondas con diferentes
condiciones (potencia y tiempo) utilizando etanol. En este estudio, los resultados

mostraron gque el mayor contenido de carotenoides (5.74 mg de licopeno 100 g de
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tomate en polvo y 4.83 mg de betacaroteno 100 g* de tomate en polvo) se obtuvo

de la extraccion a una potencia de microondas de 300 W durante 90 s.

7.6. Proteina.

El contenido de proteina obtenidos a partir de los extractos con los tres
solventes (agua, metanol y etanol), en la cual se presenta que el mayor contenido
de proteina estuvo en el solvente con agua con una diferencia significativa (p<0.05),
siendo el solvente mas representativo; mientras que el metanol fue el solvente que

permitié la menor extraccion de proteina (Figura 12).
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Figura 12. Contenido de proteina (mg de proteina mL™) en los diferentes extractos
de esquilmos de brécoli obtenidos mediante microondas y diferentes solventes
(agua, metanol 70 % v/v y etanol 70 % v/v).

Hernandez et al. (1998) en su investigacion de semillas de leguminosas
(secas y remojadas) de guisantes, lentejas, garbanzos y habas, la sometieron a
calentamiento por método convencional y microondas para determinar la eficiencia
de la proteina. Los Autores concluyeron que el método adecuado que no afecta la
calidad proteica que es el calentamiento por microondas. En otra investigacion,
Ochoa et al. (2017) compararon el método convencional, microondas y ultrasonido
para la extraccién de proteina de mani. Los Autores obtuvieron rendimientos de

extraccion y pureza, en microondas evaluaron tiempo de 8 miny 725 W produciendo
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una extraccion de del 55 % (100 % de pureza), esto es 77 % mas de proteina en
comparacion con el método convencional, mientras que en ultrasonido la extraccién
de 136 % (86 % de pureza) en un tiempo de 15 min. Por lo que consideran que tanto
MW y US favorecen la extraccién de proteina de mani. En otro estudio, Khan et al.
(2011) analizaron aislados de proteina extraido de arroz estabilizado por medio de
microondas, usando agua desionizada como solvente, con esto los Autores
obtuvieron un rendimiento del 71.32 % de proteina bruta. Mediante el estudio de
Motlagh et al. (2021) donde los Autores extrajeron proteinas de Nannochloropsis
oceanica, debido a que las algas marinas son consideradas con proteinas de alta
calidad, se compar6 el método de extraccion asistida por microondas y el método
convencional (Soxhlet). Los resultados mostraron que el método de microondas en
30 min obtuvo el 65.06 % de la proteina total extraida de la biomasa, lo que
representa un total de 26.35 % del rendimiento de proteina. Por otro lado, el método
Soxhlet de rendimiento obtuvo 0.63 %, con tan solo el 1.56 % de proteina total
extraida de la biomasa. Con esto se demuestra que la extraccion asistida por

microondas es superior a los métodos convencionales.

7.7. Vitamina C.

El contenido de vitamina C muestra una mayor concentracion con el solvente
de etanol de manera significativa (p<0.05), seguido por el solvente con metanol,

mientras que con agua se obtiene una menor cantidad de vitamina C (Figura 13).
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Figura 13. Contenido de vitamina C (mg de acido ascérbico 100 mL) en los
diferentes extractos de esquilmos de brécoli obtenidos mediante microondas y
diferentes solventes (agua, metanol 70 % v/v y etanol 70 % v/v).

Ram y Ho (2015) estudiaron el contenido de vitamina C en flores y hojas de
brécoli y coliflor. El contenido de vitamina C en hojas (298.6 a 454.3 mg 100 g1) y
flores (402.8 a 474.7 mg 100 g*) de brécoli mientras que el de coliflor en hoja (441.7
mg-100 g1) y en flores (396.7 mg 100 g). Aunque se encontré mayor concentracion
de vitamina C en las flores, sobre todo en la coliflor, estos autores concluyen que la

mayor concentracion de fitoquimicos se encuentra en las hojas.

Joudi et al. (2022), en su investigacién de secado conectivo de microondas
analizaron el procesamiento de rodajas de calabaza mediante variables como
temperatura (50, 60 y 70 °C), potencia de microondas (180, 360 y 540 W) para la
determinacion de vitamina C. Como resultado de este estudio sobre el secado
optimo de las muestras de calabaza se obtuvo a las condiciones de 426.94 W y
63.33 °C, siendo estas las mejores variables obteniendo como resultado de vitamina
C 4.78 mg g! de materia seca. Zahoor y Khan (2019) en calabaza amarga
obtuvieron 62.60 mg 100 g* de peso seco de vitamina C, con las condiciones de 50

°C, 540 Wy 12 m s de temperatura, potencia y velocidad del aire, respectivamente.
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Zhang y Hamauzu (2004) investigaron el contenido de vitamina C del tallo y
flor del brécoli, mediante la coccién convencional y la de microondas, obteniendo en
la flor 34.1 a 34.4 % y en tallos 29.1 a 29.5 %. Podsedek et al. (2006) en su estudio
evaluaron el contenido de vitamina C de coles, donde el resultado de vitamina C
oscilé entre 0.009 a 1.16 mg 100 g*. En otro estudio de brécoli fresco obtuvieron
52.9 mg 100 g*! de vitamina C como maximo contenido, determinado que las
cruciferas son una fuente relativamente buen en compuestos bioactivos (Singh et
al. 2007).

7.8. Compuestos fendlicos totales.

En la Figura 14, se muestra el contenido de compuestos fendlicos totales en
los extractos obtenidos mediante tres diferentes solventes (agua, metanol y etanol),

en el cual no se encuentra diferencia significativa (p>0.05) entre cada uno de los

solventes.
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Figura 14. Contenido de compuestos fendlicos totales (ug EAG mL™?) en los
diferentes extractos de esquilmos de brécoli obtenidos mediante microondas y
diferentes solventes (agua, metanol 70 % v/v y etanol 70 % v/v).

Rodriguez et al. (2014) en su trabajo examinaron cascaras de girasoles de

diferentes hibridos, mediante la extraccion de fenoles totales por microondas,
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detectando las condiciones Gptimas las cuales son: tiempo y temperatura, utilizando
como solvente agua. Las condiciones que estos Autores utilizaron fueron: 20 min a
70 °C y 10 min a 90 °C para fenoles totales, los resultados dieron como mejor
condicion para la extraccion de fenoles totales a 10 min a 90 °C (366.56 + 30.64 mg
de acido galico 100 g* de cascara de girasol), siendo superior a 20 min a 70 °C
(190.44 + 15.71 mg de acido galico 100 g* de cascara de girasol). Se determiné la
mejor condicién y con estos se pretende que la industria alimentaria lo utilice dando

a un residuo valor agregado.

Los Autores Elakremi et al. (2022) reportaron en su trabajo la extraccion del
contenido de fenoles totales mediante residuos (hojas) de Pistacia vera (Pistacho),
por medio de la técnica de extraccidn asistida por microondas comparandola con la
maceracion trabajando con el solvente etanol. Resulta que de acuerdo a este
estudio, la mejor técnica de extraccion es la de microondas con un rendimiento de
35 a 36 % de extraccion puesto que fueron superiores a maceracion 3.10 a 3.20 %.
En este andlisis el método 6ptimo es el MAE obteniendo 196.35 mg equivalentes de
acido galico (GAE) g peso seco del contenido de fenoles totales, ademas es una
técnica que conserva altos niveles de compuestos bioactivos en las hojas de
pistacho). En otro estudio, Belwal et al. (2017) mediante la extraccion asistida por
microondas en condiciones 6ptimas (con potencia de 500 W, 1.45 g mL7)
determinaron el contenido de fenoles totales en hojas de Berberis asiatica como
solvente el metanol al 60 % comparando dos disefios experimentales. Estos Autores
utilizaron la extraccion asistida por microondas puesto que aumenta la recuperacion

de fenoles en corto tiempo y con menor solvente.

Borja et al. (2020) extrajeron compuestos fendlicos utilizando subproductos
(hojas y tallos) de brocoli, utilizando como solvente etanol. Comparando la
extraccion convencional con la extraccion de fluidos supercriticos (SFE). Los
resultados de este estudio muestran que existe una concentracion mas
representativa, en hojas y tallos de fenoles por SFE (29.21 + 5.04 mg GAE g1) es
menor a la extraccion convencional (74.31 + 1.02 mg GAE g1); sin embargo, ellos

declaran que el mejor método es SFE puesto que reduce el uso de solventes toxicos
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al ambiente, es decir, solventes verdes. Radosevic et al. (2017) en su trabajo
analizaron el contenido de compuestos fendlicos usando metanol como solvente,
en extractos de flores y hojas de brocoli y col rizada in vitro. En su estudio demostro
que la col rizada tiene mayor cantidad de fenoles (461.35 + 39.43 mg g peso fresco)
que el brécoli (256 + 5.79 mg g peso fresco), esto lo atribuyen durante la ebulliciéon

la mayor concentracion de fenoles se filtraron en el agua durante la coccion.

7.9. Capacidad antioxidante total.

En la Figura 15, se muestra el contenido de capacidad antioxidante en los
extractos obtenidos con los tres solventes (agua, metanol y etanol), en donde se
muestra que la mayor capacidad antioxidante se obtuvo en los extractos con etanol
y metanol (p<0.05), mientras que mediante el extraente agua, la capacidad

antioxidante obtenida de los esquilmos de brdcoli fue menor (Figura 14).
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Figura 15. Capacidad antioxidante total (umoles EAG mL™) en los diferentes
extractos de esquilmos de brocoli obtenidos mediante microondas y diferentes
solventes (agua, metanol 70 % v/v y etanol 70 % v/v).

Mayol y Alarconenos (2019), determinaron la capacidad antioxidante en la
cascara de aguacate por el método de extraccion asistida por microondas, en donde

se analizaron dos solventes, acetona y etanol. En el cual los resultados mostraron
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gue microondas, reduce los tiempos de extraccion en un tiempo de 7 min y el
solvente mas efectivo es el etanol con un total de 281.4 mg GAE gt
aproximadamente, por lo que este método utilizado es efectivo y verde.

Baiano et al. (2014) previamente estudiaron la capacidad antioxidante de
apio, coliflor y esparragos con extracto acuoso, por medio de la técnica de
extraccion asistida por microondas, comparandolo con el sistema convencional con
base de desechos solidos vegetales. En este estudio se determiné la capacidad
antioxidante de los extractos, obteniendo como resultado que la extraccion asistida
por microondas tiene mayor concentracion de capacidad antioxidante. Los Autores
solo analizaron con agua como solvente, por virtudes como, el cuidado al ambiente
misma que se le atribuye a la técnica de microondas. Rivera et al. (2021)
examinaron la planta de brécoli, analizando hojas, floretes y tallos con etanol. Por
medio del andlisis de DPPH, como resultado tiene que existe mayor concentracion
de capacidad antioxidante en las hojas, en comparacion con los tallos y hojas es un
45 % mas en hojas.

Rodriguez et al. (2014) en su trabajo examinaron cascaras diferentes de
hibridos de girasoles, decidiendo las condiciones Optimas (tiempo, temperatura) de
microondas para la determinacion de capacidad antioxidante empleado como
solvente agua. Las condiciones que estos Autores utilizaron fueron: 20 min a 70 °C
y 10 min a 90 °C para la extraccion de capacidad antioxidante, con lo que
consiguieron las mejores condiciones las cuales fueron el de 10 min a 90 °C (41.02
+ 4.76 umol TE g cascara de girasol) mientras que 20 min a 70 °C (29.05 + 2.24
umol TE g? cascara de girasol), con lo anterior, se pretendié proporcionar

informacion para la aplicacion futura a alimentos funcionales o farmacoldgicos.
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8. CONCLUSION

Mediante el empleo de microondas se generaron los extractos con diferentes
solventes (agua, etanol y metanol), donde se obtuvo diferencias en la concentracion
de diferentes compuestos de interés. En clorofilas, el solvente que permitio mayor
acarreo fue el etanol, asi como capacidad antioxidante, vitamina C, mientras que,
para glucosinolatos, fenoles y proteinas el solvente fue el acuso (agua). Por lo
anterior, se puede determinar el solvente etanol, como el mas adecuado para una
mayor obtencién de compuestos de interés. Los esquilmos de brocoli son una fuente
rica de compuestos que pueden reintroducirse a la cadena de valor empleando

metodologias consideradas “verdes”.
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9. PERSPECTIVAS.

1.

Buscar la forma de poner un patente en los subproductos de brocoli, para
hacer llegar estos, a las instalaciones en las que se (til.

Analizar la concentracién de los solventes (etanol y metanol) y determinar
gue no tiene una alta toxicidad.

Seguir con la investigacion de esquilmos de brdcoli por la tecnologia de
microondas, sobre mas compuestos que se puedan obtener y asi enriquecer
mas los subproductos.

Analizar los compuestos de interés de los extractos después en un
determinado tiempo y con ello determinar una vida de anaquel.

Existe una elevada cantidad de desperdicios de los alimentos, pero el
enfoque en la familia de las cruciferas, por lo cual se pueden llevar a cabo
investigaciones futuras.

Llevar a cabo investigaciones sobre en qué alimentos poscosecha, pueden
ser efectivos los extractos, asi como cual es la principal inhibicién de

microorganismos en los que actua.
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11. ANEXOS.

Glucosinolatos
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Anexo 2. Curva patron de albumina de suero bovino (ASB) para calcular la

concentracion de proteinas presentes en los diferentes extractos de esquilmos de

brécoli.
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Vitamina C
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Anexo 3. Curva patron de acido ascorbico para la determinacion del contenido de
vitamina C presente en los diferentes extractos de esquilmos de brocoli.
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Anexo 4. Curva patron de acido galico para calcular la concentracion de los
compuestos fenolicos totales presentes en los extractos de esquilmos de brécoli.
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Anexo 5. Curva patron de acido galico para calcular la capacidad antioxidante
total presente en los extractos de esquilmos de brdcoli.



