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1. INTRODUCCION.

La ingesta de brocoli previene enfermedades crénicas y cardiovasculares,
asi mismo, mejora el funcionamiento del tracto gastrointestinal por el alto contenido
de fibra (Jeffery et al., 2009). En los ultimos afios, se ha incrementado la produccién
de brocoli (Brassica oleracea var. Italica) debido al gran aporte nutricional que
brinda, lo que genera un exceso de produccion de material vegetal considerado
desperdicio, al eliminar las hojas y tallos de este cultivo, los cuales no son
consumidos. Los capullos de brocoli (parte comestible de la planta) representan una
parte minima de la biomasa total (Fink et al., 1999). Por lo tanto, es necesario buscar
alternativas en las que se aproveche los esquilmos de brécoli (tallos y hojas) y asi

disminuir la contaminacién ambiental que esto genera.

Algunos subproductos de la industria agroalimentaria son utiles por el aporte
de nutrientes e ingredientes potencialmente funcionales, ayudando a obtener
productos de valor agregado. Una de las alternativas que se estan evaluando es la
elaboracion de extractos mediante el uso de tecnologias emergentes, como es el
caso de ultrasonido; es una tecnologia no térmica, la cual se basa en la inactivacion
enzimatica. Se considera como una “tecnologia verde”, debido a la gran utilidad en
los procesos alimentarios (Fu et al., 2020). El uso de los subproductos del brocoli
estd limitado a la elaboracion de harina y fibra (Campas-Baypoli, 2009) y a la

extraccion de glucosinolatos (West et al., 2004; Campas-Baypoli, 2009).

El brécoli contiene glucosinolatos e isotiocianatos, compuestos fendlicos,
carotenoides, minerales (Na, S, O, Fe, Zn, etc.) y nutrientes esenciales (vitaminas
A, B, C, etc.) (Agriculture, 2011; Dominguez-Perles et al., 2010). Las propiedades
de alimentacion saludables del brécoli son gracias al contenido alto de fitoquimicos
bioactivos que son compuestos de nitrégeno-azufre, compuestos fendlicos
(derivados del acido clorogénico, flavonoides y acido sinaptico) (Premier, 2002). La
absorcion de los nutrientes en el cuerpo humano dependerd de la cantidad
consumida de brocoli (Agriculture, 2011; Dominguez-Perles et al., 2010; Jeffery et
al., 2009).



2. JUSTIFICACION.

La generacién de desperdicios agroindustriales, alimentos y diversos
residuos vegetales puede alcanzar niveles altos, o 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 y 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: clorofilas, compuestos fendlicos y
glucosinolatos. Los glucosinolatos se convierten en isotiocianatos, los cuales han
demostrado tener propiedades antifungicas, ademas de que al ser aplicados como
tratamientos poscosecha, inhiben la produccion de la hormona de maduracion
(etileno), retrasando la senescencia de los productos. Es por ello que el encontrar
el procedimiento adecuado para la generacién de extractos a partir de esquilmos de
brécoli puede generar una metodologia que permita la obtencion 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 solvente adecuado para el acarreo de compuestos de interés

a partir de la aplicacion de ultrasonido en esquilmos de brocoli.

3.2. Objetivos Particulares.

a) Obtener extractos a partir de esquilmos de brécoli mediante ultrasonido
empleando diferentes solventes (agua, etanol y metanol) para su

caracterizacion.

b) Determinar el contenido de glucosinolatos en los extractos generados por

ultrasonido, empleando diferentes solventes.

c) Evaluar el contenido de clorofilas (a, b y totales), vitamina C, compuestos

fendlicos y capacidad antioxidante total de los diferentes extractos.
d) Determinar el contenido de proteina total presente en los diferentes extractos.

e) Definir el solvente adecuado para una mayor obtencion de compuestos de

interés.



4. HIPOTESIS.

La generacion de extractos por ultrasonido, variando los solventes, acarreara
diferentes compuestos y en diferentes concentraciones, lo que permitira encontrar
el procedimiento de extraccion 6ptimo de compuestos de interés (glucosinolatos,
clorofilas a, b y totales, vitamina C, fenoles, capacidad antioxidante y proteina) en

residuos (esquilmos) de brocoli.



5. ANTEDECENTES.
5.1. Economia Circular.

Existe una gran variedad de agentes participantes en el campo social de la
produccion de brocoli, los cuales son: unidad de produccion familiar (UPF),
viveristas, casas comerciales de agroquimicos, intermediarios o empresas
empacadoras o exportadoras; la produccion de brécoli es considerada como un
espacio social que se define en funcion de los diferentes agentes. La produccion
agricola esta dirigida por la posicion de campo, asi mismo la fuerza y disponibilidad

del capital econdmico, social y cultural (Bourdieu et al., 2001).

El precio del brocoli es de gran importancia para los diferentes productores,
ya que existe una relacion entre precio y costo, los costos de produccion es el capital
que productor invierte para producir brocoli (Bourdieu et al., 2002; Fonseca, 2013).
El 87.89 % de los productores muestran costos de produccion bajos mientras que
el 12.11 % son medios y altos (Foncesa, 2013). La variabilidad de los costos se
refleja por la posesién del capital lo que genera bajas inversiones para el cultivo bien
la rentabilidad del suelo, sin embargo, los precios dependen de la funcién de
produccién de brécoli, los cuales fueron: venta en nivel bajo $10.00, nivel medio
$13.00, nivel alto $15.00 por kilogramo. Mientras que en las tiendas de autoservicio
como Wal-Mart, Chedrahui y Soriana el precio oscila entre: $11.50, $14.50, $17.50,
$18.00, $18.90, $19.90 y $20.20 (Bourdieu et al., 2002). El precio de compra, es el
factor de negociacién de cada participante de acuerdo a las estrategias de su
negociacion, con la finalidad de obtener un beneficio econémico mutuo obtenido por
la comercializaciéon de brdcoli (Bourdieu et al., 2001). Sin embargo, la agricultura
presenta desniveles de acuerdo al mercado y precio, ya que cuando no hay buena
produccion de hortalizas los productos se escasean y es aqui cuando el productor
tiene un aumento monetario. No obstante, cuando ocurre lo contrario y hay una
mayor produccion de hortalizas el precio varia mucho, el cual es muy econémico y
una desventaja que presenta esto es el desperdicio excesivo de las hortalizas el

cual impacta al medio ambiente (Gutiérrez-Robles et al., 2017).



5.2. Residuos Agroindustriales.

Desde tiempo atras la produccion alimentaria genera grandes cantidades de
residuos, sin embargo, hoy en dia oscila entre 1.3 millones de toneladas (ton/afio)
en procesos primarios y secundarios de la cadena productiva (Xia et al., 2016). El
desaprovechamiento de los residuos agroalimentarios genera altos costos para el
productor o procesador, por lo tanto, provoca dafios al medio ambiente. No
obstante, estos residuos tienen aspectos positivos puesto que son fuente de
energia, contienen valores agregados muy altos y grandes componentes bioactivos,
por consiguiente, son una valiosa fuente aprovechamiento para generar

subproductos a base de ellos (Ayala et al., 2018).

Estos residuos tienen un alto rendimiento por su bioactividad, entre los que
destacan: compuestos fendlicos, vitaminas, proteinas, entre otros, puesto que
tienen grandes beneficios para la salud y combatir algunas enfermedades cronicas
(Cory et al., 2018; Picolella et al., 2019; Serino et al., 2019). Cabe destacar la
importancia de su aprovechamiento de estos residuos agroindustriales, ya que
pueden ser sometidos a una diversidad de métodos y en particular algunos
desechos son considerados para extraccion asistida por ultrasonido o microondas

empleando diferentes solventes (Bouarab et al., 2019).

Los residuos hortalizas son unos de los que mas produccion hay, cada
estado de la Republica Mexicana produce desperdicios de acuerdo a los cultivos
que desarrolla; puesto que los estados de Guanajuato y Puebla son unos de los que
producen grandes cantidades de cruciferas en especial el brocoli y esto es gracias
a los diversos factores que tienen como son:. suelo, agua, clima, entre otros
(SAGARPA, 2017).

5.3. Generalidades del Brécoli.

El brocoli proviene de la zona del Mediterraneo Oriental, donde se dice que
aparecio de forma silvestre hace miles de afos, de igual forma se presento en
algunos lugares conocidos actualmente como la Peninsula de Anatolia, Siria y el

Libano. La llegada del brécoli a América fue un poco tarde, pero no fue un



impedimento para que este vegetal se adaptara facilmente a los suelos y climas de
América. En los lugares més sobresalientes del oeste de EUA se convirtié en uno
de los vegetales preferidos, por lo que a principios del siglo XX y XXI aumenté el
consumo de este vegetal (InfoAgro, 2021). Al paso de los dias, la produccién y el
consumo de brécoli ha aumentado ya que se ha esparcido en varias regiones de
Latinoamérica, siendo catalogado como un vegetal alimento-vegetal saludable con

grandes propiedades nutritivas y medicinales (InfoAgro, 2021).

5.3.1. Descripciéon Botanica del Brécoli.

El brécoli es un vegetal dicotiledéneo anual que pertenece a la familia
Cruciferae, el cual recibe como nombre cientifico Brassica oleracea L. var italica.
Este vegetal tiene una grande relacion con otras variedades de la misma especie,
Brassica oleracea, entre las que mas destacan son: la col (B. oleracea L. var
capitata), la coliflor (B. oleracea L. var botrytis), la col de Bruselas (B. oleracea L.
var gemmifera) y el colinabo (B. oleracea L. var gongylodes), entre otras. De
acuerdo a su morfologia, el brécoli es herbaceo y estd compuesto por distintas
partes como son: raices, hojas, tallo principal, flores, inflorescencias y fruto (Toledo,
2003).

5.3.2. Produccién Nacional del Brécoli.

En México, el cultivo de brocoli estad en gran auge gracias al nombramiento
que le dieron como alimento funcional (Bachiega et al., 2016). Hace algunos afios,
el suelo destinado a su produccion era de 31,904 ha, el cual tuvo un rendimiento
promedio de 15.9 t hal, ya que se produjeron 507,482 t con un aprovechamiento
de $2,707 millones de pesos (SIAP, 2018). Los principales estados productores de
brécoli en México son Michoacén, Puebla y Guanajuato, ya que representan un 81
% de la produccién nacional (SIAP, 2018). Gran parte del brécoli cosechado en
México es destinado a la exportacion, aproximadamente mas del 60 % (SIAP, 2018).
Sin embargo, el consumo del mercado interior dia a dia estd en aumento gracias a

las propiedades nutrimentales que ofrece (SIAP, 2018).



5.4. Esquilmos de Brocoli.

Hoy en dia la industria alimentaria genera una cantidad muy elevada de
esquilmos de agricolas, cuyo aumento presenta una problematica ambiental. Sin
embargo, los esquilmos agricolas pueden tener diferentes usos debido a la gran
cantidad de compuestos bioactivos y fitoquimicos que tienen, por lo que son
esquilmos con un alto valor agregado y econémico en la industria de alimentos
(Joshi et al., 2008; Sagar et al., 2018).

Aproximadamente, la produccion mundial de cruciferas en 2019 fue de
70,150,406 ton, ya que a nivel nacional se produjo 203,986 ton de cruciferas
(FAOSTAT, 2021). El brocoli (Brassica oleracea L. var italica) es un vegetal que
tiene muchas partes que no son consumidas, pero pueden ser Utiles para consumo
(tallos y hojas) (Moreno et al., 2008). Sin embargo, el brécoli genera grandes
cantidades de desechos o esquilmos, el cual representa entre el 60-75 % de la

produccion (Petkowicz-Williams et al., 2020).

5.5. Compuestos Funcionales del Brocoli.

El consumo de brécoli ha tenido un gran crecimiento en los ultimos afios por
la poblaciébn humana y es gracias a los beneficios que aporta, como es su
composicién nutritiva, lo que hace que entre en la cadena de los super alimentos.
El aporte nutricional y funcional del brécoli es por el gran contenido de compuestos
bioactivos, tales como: el nitrogeno y el azufre, ya que de ellos se derivan los
metabolitos secundarios que son los glucosinolatos e isotiocianatos, catalogados
como agentes anticancerigenos, ademas de que pueden ser empleados para la
defensa contra plagas o enfermedades en algunas plantas (Halkier y Gershenzon
et al., 2006; Abdull Razis et al., 2011). Los compuestos fendlicos provienen del acido
sinapico y acido clorogénico, las vitaminas con las que cuenta son: A, C, Ey K, asi
como, los minerales en los que destaca son: Na, K, Ca, Fe, entre otros (Premier et
al., 2002; Jeffery et al., 2003; Moreno et al., 2006).



5.5.1. Glucosinolatos.

Los metabolitos secundarios presentes en el brécoli son los glucosinolatos,
tienen un alto contenido de azufre, a este grupo de metabolitos se le han hecho una
serie de evaluaciones, tales como: contenido de compuestos nutracéuticos,
genética bioquimica, efectos de los glucosinolatos en diferentes variedades de

brécoli, asi como, su inactivacién enzimatica (Bones et al., 2006).

Los glucosinolatos derivan a isotiocianatos, presentes en el nucleo de los
vegetales, que estan unidos con tioglucosa y un grupo radical adicional, siendo el
carbono principal el de la glucosa, el cual sufre mas cambios en su estructura ya
que cuentan con una clasificacion extensa de cadenas laterales (alquilo,
benzonatato, grupos aromaticos, contenido de azufre, glucosilaciones, entre otros);
ademas de que las cadenas de radicales pueden tener en su estructura dobles
enlaces (hidroxilo, carbonilo, metoxi y oxo); en el afio de 2001 se establecié que
existen alrededor de 120 tipos de glucosinolatos individuales y hasta hace unos
afios no se han reportado cambios o nuevos grupos de glucosinolatos (Hopkins et
al., 2009). La biosintesis de los glucosinolatos esta4 regulada por enzimas o
catalizadores provenientes de proteinas, la enzima presente en el brocoli es la

hidrolasa conocida como mirosinasa (Wathelet et al., 2004).

5.6. Métodos de Extraccion.

Existe una gran variedad de tecnologias alternativas en la industria
alimentaria, cada una con diferente enfoque. Entre ellas, los métodos de extraccién
se basan en el uso de diferentes solventes orgéanicos, tales como: el etanol y el
metanol. Algunos de los métodos de extraccion tienen diversas restricciones como
un alto gasto de solvente y tiempos extensos para su extraccion, por lo que es
necesario buscar soluciones para perfeccionar la metodologia con la finalidad de
obtener una mejor calidad y rendimiento de éstos (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010).
Dentro de los métodos mas destacados se encuentran el uso de fluidos
supercriticos, microondas (Setyaningsih et al., 2015) y ultrasonido (Hussam et al.,
2013).



La extraccion por ultrasonido contribuye a encontrar compuestos de interés
(Hussam et al., 2013). La extraccion de los componentes bioactivos del brocoli
dependera del solvente utilizado, ya que daran composiciones diferentes de
acuerdo al componente en el extracto, ya que la solubilidad es diferente con cada
solvente, por tal motivo la bioactividad de un extracto de acuerdo al solvente va a
cambiar (Lou et al., 2014).

5.6.1. Ultrasonido.

Las ondas de sonido que presentan altas frecuencias y que son percibidas
por el oido humano reciben el nombre de ultrasonido (US). El ultrasonido tiene
ondas con frecuencias entre los 16 KHz y 20 MHz, ya que si se aplican pueden
alcanzar frecuencias hasta de 5 MHz en gases o hasta 500 MHz en sélidos y
liquidos (Bermudez-Aguirre et al., 2008). El ultrasonido al ser una tecnologia no
térmica tiene la ventaja de que los productos procesados por ello disminuyen las
pérdidas de nutrientes esenciales, caracteristicas organolépticas y contribuye en las
busquedas de compuestos bioactivos durante la extraccion, ademas reduce los
tiempos de proceso, el consumo de disolvente organico, reduce el uso de

disolventes téxicos, costos y energia (Mason et al., 1996).

El ultrasonido es considerado una tecnologia emergente, ya que cuenta con
un sinfin de beneficios entre los cueles destacan, la inactivacion microbiana y
enzimatica, esta tecnologia ha sido objeto de una amplia evaluacién en la industria
alimentaria, destacadndose en el control de calidad de algunos alimentos. El
ultrasonido tiene la capacidad de romper paredes y membranas celulares, esta
catalogada como una tecnologia capaz de destruir microrganismos a temperaturas
de procesamiento inferiores a la temperatura de esterilizacion, ademas de hacer

extracciones de tejidos vegetales, entre otras (Demirdoven et al., 2009).

5.7. Solventes.

La extraccion de los compuestos de interés dependera del rendimiento
cuantitativo y cualitativo, asi mismo, de la polaridad del disolvente utilizado. Se ha

estudiado el empleo de metanol, etanol, cetona, de igual forma mezclados con agua
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en diversas proporciones para usarse como solventes de extraccion, ya que no
existe un solvente o método fijo, por ello presentaran una variabilidad en la
composicién quimica de los compuestos a extraer, asi mismo, en la cantidad, en los
factores de concentracion del solvente, tamafio de particula, tiempo de contacto,
temperatura, entre otros (Amyrgialakiu et al., 2014; Aspe-Fernadez et al., 2011;
Gironi et al., 2011; Caprioti et al., 2014).

El empleo de los solventes organicos para la extraccion es muy eficaz y facil,
pero al mismo tiempo es algo caro ya que se requieren de cantidades muy grandes
de solvente, de igual forma pueden presentar algunas controversias en el uso
humanos debido a que pueden quedar residuos del solvente organico en el extracto.
Por tanto, en la medicina tradicional, se dice que las plantas deben ser maceradas
en mezclas hidroetandlicas con etanol al 30 % (Hoffmann et al., 1997) o al 70 %
(Sosa et al.,, 1997) ya que tienen una baja toxicidad para el consumo del ser
humano, sin embargo, se puede decir que es una metodologia de extraccion segura
y eficaz (Xavier et al., 2015). La determinacion de glucosinolatos de productos
vegetales es mejor con solventes proticos, por lo que el uso de agua-metanol ha
aumentado Es recomendable realizar una dilucion 1:10 de etanol-agua y/o 7:30 en
el caso del metanol-agua para las extracciones basadas en materia vegetal
(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 brdécoli), los cuales son originarios de Puebla, México.
Los esquilmos (hojas) fueron almacenados en una camara de refrigeracion a 4 °C,
para después lavarlas y someterlas a secado por conveccion a 45 °C durante un
periodo de 24 h. Antes de ingresar a la estufa, las hojas fueron cortadas en trozos
pequefios para que existiera un secado parejo homogéneo, las cuales fueron
colocadas en charolas de aluminio. Una vez transcurrido el tiempo de secado, se
trituraron las hojas en un molino de uso doméstico (licuadora) por un tiempo de 2
min. La muestra molida fue envuelta en papel aluminio, ya que se debe evitar el
contacto con la luz y humedad, almacenandose en un desecador con su previa
etiqueta (fecha, peso). Posteriormente, la muestra molida se colocé en un tamiz con
una malla de #100 (tamano de particula < 150 pm). La muestra tamizada se

almaceno en papel aluminio para cubrirla de la luz y protegerla de la humedad.

6.2. Métodos de Extraccion.

Para la extraccion se empled un ultrasonido (Ultrasonic Microwave Comperative
Workstation, Atpio, XO-SM400, Nanjing, China). Las condiciones del equipo de

ultrasonido fueron:

= Power ratio: 20

= One relay: 10

= Offrelay: 3

=  Amp. Transformer: 25

= Set time: 20 min

6.3. Tratamientos a Base de Diferentes Solventes.

El método de extraccion fue por ultrasonido y los solventes fueron agua,
metanol y etanol; iniciando con la inactivacion de la enzima mirosinasa. Se pesaron

44.4 g de muestra tamizada en una charola pequefia de aluminio, la charola con la
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muestra se colocé en una parrilla eléctrica para comenzar con la inactivacion de la
mirosinasa durante 20 min, mantenido una temperatura de 80 °C. Este

procedimiento se llevo a cabo para cada solvente:

1) Agua (extracto acuoso): se midieron 1000 mL de agua destilada para
después calentarla por 20 min, manteniendo una temperatura de 80 °C en una
parrilla eléctrica. Una vez transcurrido el tiempo se afiadio la muestra haciendo una
homogenizacion completa. Después se colocé el matraz en la parrilla cumpliendo
con el tiempo y temperatura ya mencionadas. Se dej6 pasar un tiempo de tal forma
que la muestra se enfriara para después vaciarla en el reactor del ultrasonido con
su debido acomodo y aplicando las condiciones mencionas en los métodos de
extraccion. Se retir6 el reactor del equipo para después filtrar el extracto en tela-
filtro y papel filtro de café comercial tres veces. El extracto filtrado se guardd en un
recipiente de plastico envuelto en papel aluminio con la etiqueta correspondiente

para después guardarlo en un refrigerador a 4 °C para su futuro uso.

2) Etanol al 70 %: se midieron 700 mL de etanol absoluto y 300 mL de agua
destilada para después calentar por 20 min, manteniendo una temperatura de 80 °C
en una parrilla eléctrica. Una vez transcurrido el tiempo se le afiade la muestra
haciendo una homogenizacion completa. Después se coloca el matraz
homogenizado en la parrilla cumpliendo con el tiempo y temperatura ya
mencionadas. Se dej6 pasar un tiempo de tal forma que la muestra se enfriara para
después vaciarla en el reactor del ultrasonido con su debido acomodo y aplicando
las condiciones mencionas 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. El extracto filtrado se guardd en un recipiente de plastico envuelto en
papel aluminio con la etiqueta correspondiente para después guardarlo en un

refrigerador a 4 °C para su futuro uso.

3) Metanol al 70 %: se midieron 700 mL de metanol y 300 mL de agua
destilada para después calentar por 20 min, manteniendo una temperatura de 80 °C
en una parrilla eléctrica. Una vez transcurrido el tiempo se agregd la muestra

haciendo una homogenizacion completa. Después se colocé el matraz
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homogenizado en la parrilla cumpliendo con el tiempo y temperatura ya
mencionadas. Se dejé pasar un tiempo de tal forma que la muestra se enfriara para
después vaciarla en el reactor del ultrasonido con su debido acomodo y aplicando
las condiciones mencionas en los métodos de extraccion. Se retir6 el reactor del
equipo para después filtrar el extracto en tela-filtro y papel filtro de café comercial
tres veces. El extracto filtrado se guard6 en un recipiente de plastico envuelto en
papel aluminio con la etiqueta correspondiente para después guardarlo en un

refrigerador a 4 °C para su futuro uso.

6.4. Determinaciones.

Se llevo a cabo la determinacién de glucosinolatos, clorofilas a, b y totales,
vitamina C, fenoles, capacidad antioxidante y proteina, donde cada una de las

determinaciones de los extractos se realizo por triplicado.

6.4.1. Contenido de Glucosinolatos.

La extraccion de glucosinolatos de los diferentes extractos se llevé a cabo
con la siguiente metodologia: primero se tomo6 15 mL de cada uno de los extractos,
para después centrifugarlos por 3 min a 4000 rpm (Centrifuga Valedprime, EUA).
Una vez centrifugados los extractos, se les realizd una purificacién por medio de un
cartucho LC-SAX (Supelco, Anytical Products, EUA), al cartucho se le acondicioné
una aguja, la cual traspas6 un corcho de madera el cual embona en un matraz
kitasato para después conectarlo a una bomba de vacio (Rocker 300, AC 100V-
120V, Taiwan) por medio de una manguera y asi continuar con la filtracién del
extracto purificado. La purificacion consta del siguiente procedimiento:

i. Acondicionamiento: se le agregan 3 mL de metanol al 100 % al cartucho,
después 3 mL de agua para eliminar el metanol anterior, posteriormente se adiciona
2.5 mL de acetato de sodio 0.5 M, por ultimo, se agregan otros 2.5 mL de agua para
filtrar el acetato de sodio.

ii. Adsorcion: al cartucho acondicionado se le adiciona 3 mL de cada uno de los

extractos (etanol, metano y acuoso).
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iii. Lavado: se agregan 2.5 mL de agua al cartucho para hacer un previo
enjuague y eliminar los residuos que no son requeridos.

iv. Elusion: por dltimo, se afiaden 3 mL de cloruro de sodio al 0.5 M para
después almacenar los compuestos de interés en un tubo de ensaye. El extracto

purificado se almacend en frio cubriéndolo de la luz.

Después, cada uno de los extractos purificados se liofilizaron (Labconco,
FreZone 2.5 plus, EUA) por 36 h. De los tres extractos liofilizados, se tomaron 40
mg en microtubo para afadirle 700 uL de acetato al 0.2 M con un pH de 4.2, el
microtubo se agité por 15 min en un vortex, enseguida se le agregd 100 pL de
acetato de plomo y bario al 0.5 M para después se agitd de nuevo en un vortex
(Genie 1, Touch Mixer, EUA) por 2 min, al mismo microtubo se le afiadié 50 mg de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) incubandolo por 10 minutos a temperatura ambiente,
después del tiempo esperado se colocaron 100 pL de sulfato de sodio al 2 M. Cada
microtubo con los extractos correspondientes se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min.
De los extractos centrifugados, se tomaron 200 uL y se colocaron en otro microtubo
para después mezclarse con 200 pL de hidréxido de sodio al 2 M para después
incubarlos por 30 min a temperatura ambiente, una vez pasado el tiempo esperado
se le afadio 30 pL de &cido clorhidrico para centrifugarlos a 4000 rpm por 10 min.
De la mezcla anterior se tomaron 20 pL para colarlos en una microplaca,
adicionando 100 pL de ferrocianuro al 0.2 M con pH de 7.0 para después introducirlo
al espectrofotometro (EPOCH 2, Bioteck) con una absorbancia de 420 nm lo nos
permitird medir la cantidad de glucosinolatos presentes en cada uno de los
extractos, el blanco usado fue fosfato al 0.2 M, pH 7.0. El contenido de
glucosinolatos se caculd por medio de una curva de calibracidén de sinigrina usando

las dos ecuaciones (1y 2), el resultado se reportd en g Kg™.
y=mx+Db (ecuacion 1).

X=(y — b)/m (ecuacion 2).
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6.4.2. Clorofilas a, b y Totales.

Para la determinacion de clorofilas a, b y totales se llevo a cabo el siguiente
procedimiento (Sumantana et al., 2014): Se tomaron 500 pL del extracto de brocoli
(acuoso, etandlico y metandlico), homogenizandolo con 10 mL de metanol al 80 %.
La muestra homogenizada se colocé en una centrifuga a 10,000 rpm durante 15 min
a 4 °C. Al retirar de la centrifuga cada uno de los extractos se realizé una dilucién
1:10. De cada extracto con su dilucién correspondiente se tomd 1 mL que se coloco
en las celdas correspondientes del espectrofotometro para medir su absorbancia a
652, 665y 470 nm. Una vez obtenidas cada una de las absorbancias, se determiné

el contenido de clorofilas mediante las siguientes ecuaciones:
Chla=16.72A665 - 9.16A652 (ecuacion 3).
Chly = 34.09A6s52 - 15.28A665 (ecuacion 4).
Las clorofilas totales es la suma de las clorofilas a y b.

Chl total = Chla  + Chlp (ecuacion 5).

6.4.3. Vitamina C.

La técnica para la determinacién de vitamina C se realiz6 por el método
volumétrico del 2,6-diclorofenolindofenol (Método 697,21 de la AOAC, 2002), el cual
se basa en el poder reductor del acido ascérbico, donde se reduce el 2,6-
diclorofenol por accién del acido ascérbico de forma incolora en medio acido. Se
midieron 1 mL de cada uno de los extractos (acuoso, etandlico y metandlico),
después se agregd 1 mL de solucion meta fosforico/acético mas 8 mL de agua
destilada. Los resultados se reportaron mediante una curva patron de &cido

ascorbico, utilizando la siguiente ecuacion:

mg __ mlL gastados de reactivo de Thielman*FT+FD*100
100g V A%P

Vitamina C (ecuacion 6).

Donde:
FT = mg de &cido ascorbico equivalentes a 1 mL de reactivo de Thielmann.

FD = Factor de dilucion.
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VA = Volumen total en mL del jugo.
P = Peso de muestra en g.

6.4.4. Compuestos Fendlicos Totales.

La determinacion de compuestos fendlicos totales se realizé por el método
de Folin-Ciocalteu, la cual se basa en la capacidad de los fenoles al entrar en
contacto con los agentes oxidantes. Se mezclaron 100 pyL del extracto (acuoso,
metanalico y etandlico, con las diluciones correspondientes) con 500 uL del reactivo
Folin Ciocalteu (1:10 en agua, v/v) y se incub6 por 1 min. Posteriormente, se le
agregaron 400 pL de carbonato de sodio al 7.5 % y se agitd. La mezcla de reaccion
se incubd durante 30 min a temperatura ambiente (Singleton et al., 1965). Se midio
la absorbancia a 765 nm, calibrando el equipo con agua. A la par se realiz6 una
curva patron de acido galico (0-200 pg de acido galico mL1). Los resultados fueron

reportados como pg equivalentes de acido galico (EAG) mL* de extracto.

6.4.5. Capacidad Antioxidante Total.

El procedimiento para la determinacion de la capacidad antioxidante se
elaboré por la técnica de DPPH descrita por Brand-Williams (1995), la cual consiste
en desactivar los radicales libres, ya que el radical libre es el DPPH (2, 2, difenilpicril
hidracilo). Cada uno de los extractos correspondientes (acuoso, etandlico y
metandlico) se diluyeron a 1:10. Se mezclaron 950 uL de DPPH con 50 uL de la
dilucion de cada uno de los extractos. Posteriormente, se dejé pasar un lapso de 15
min para después leer la absorbancia en un espectrofotometro (Thermo Electron
Corporation, GENESYS 10 UV, EUA) a 515 nm. Se realiz6 una curva patron de
acido galico (0-294 pmoles de acido galico mL™?). Los resultados se reportaron como

umoles EAG mL de extracto.

6.4.6. Proteinas.

La determinacion de proteinas se realizé mediante la técnica del colorante
azul de Coomasie, la cual se basa en que reacciona cuando entra en contacto con

los aminoé&cidos basicos, en especial, con la arginina. La preparacién de los tres
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extractos (acuoso, etandlico y metandlico) fue la siguiente: Se midieron 500 uL de
cada extracto, después se homogenizé con 5 mL de una solucién de fosfatos de
potasio y se agregé 25 mg de PVPP. A continuacion, se centrifugé a 3000 rpm
durante 15 min. De las muestras anteriores se midieron 100 pL y se le adicion6 200
pL de colorante de Bradford (Bradford, 1976) con 700 pL de agua destilada en unas
celdillas para espectrofotometro, asi mismo, se leyeron las absorbancias a 620 nm
en un espectrofotometro (Thermo Electron Corporation, GENESYS 10 UV, EUA).
Los resultados se reportaron mediante una curva patron de albumina usando la

ecuacion:

y=mx+b (ecuacion 7).

6.5. Disefio Experimental.

Se generaron 3 diferentes extractos a partir de diferentes solventes (agua,
etanol y metanol) mediante ultrasonido en esquilmos de brdcoli. Se analizé el

contenido de diferentes compuestos de interés por triplicado.

6.6. Anédlisis Estadistico.

Todos los datos se procesaron utilizando el software estadistico NCSS
(GESSO07, 2006). Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con un valor de p<0.05
y una prueba post hoc de Tukey.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1. Glucosinolatos.

En la Figura 1, se muestran los resultados del contenido de glucosinolatos
empleando ultrasonido y diferentes solventes (acuoso, metanol y etanol). Los
extractos no presentaron diferencias significativas (p<0.05) respecto al tipo de

solvente.
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Figura 1. Contenido de glucosinolatos totales (g de GLS Kg* de tejido vegetal) en
los extractos de brocoli con diferentes solventes (agua, metanol y etanol) mediante
extraccion por ultrasonido.

Alvarez-Jubete et al. (2014) mencionan que el brocoli tiene una gran cantidad
de compuestos fitoquimicos, entre los cuales destacan los glucosinolatos y sus
productos de degradacién como lo son los isotiocianatos. Especialmente el brocoli
presenta abundancia en glucorafanina, por lo tanto, activa al sulforafano. El
isotiocianato sulforafano ha aportado unos beneficios para la salud respecto al
cancer (Bueno-Solano et al.,, 2009). Los glucosinolatos son compuestos
secundarios, sin embargo, existe una variabilidad en su contenido el cual es
influenciado por algunos factores que son: desarrollo del cultivo, cosecha,
condiciones ambientales, manejo de postcosecha, luz, agua, disponibilidades

nutrientes, genotipo del cultivo (Vallejo et al., 2002; Bhandari et al., 2019).
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Para que los glucosinolatos puedan activarse, se deben hidrolizar por la
enzima mirosinasa (Aires et al., 2012). Cuando existe un rompimiento en el tejido
vegetal provocado por un dafio mecanico o si en la microflora del intestino se
encuentra la mirosinasa, se tiene contacto con los glucosinolatos, lo que presenta

la liberacion de glucosa, bisulfato y aglicona (Aires et al., 2012; Fahey et al., 2015).

Chuanphongpanich et al. (2006) realizaron un experimento en cual
cuantificaron los glucosinolatos presentes en las coles de Bruselas, las hojas de las
coles fueron secadas para después sumergirlas en agua, metanol y etanol al 75 %,
para ser calentadas a temperatura de ebullicion. En la Figura 1, se muestran
resultados similares a los de los autores Chuanphongpanich et al. (2006), siendo el
extracto de brécoli con metanol el que tiene mas concentracién de glucosinolatos
(8.5 g de GLS Kg* de tejido vegetal) y en segundo lugar el extracto con solvente

agua (7.8 g de GLS Kg* de tejido vegetal).

El uso de ultrasonido para la inactivacion enzimatica es mas eficiente que un
meétodo térmico, puesto que reduce la temperatura y el tiempo de procesamiento
para que se pueda cumplir la desnaturalizacién necesaria (Marqués et al., 2017).
Briones et al. (1999) demostraron un aumento de 5 veces en recuperacion de
sulforafano en semillas de papaya usando metanol como solvente. Siendo el
metanol un buen acarreador de compuestos secundarios. Se encontraron
resultados similares a estos autores, ya que el extracto de brécoli con solvente de
metanol fue el que obtuvo mayor cantidad de glucosinolatos (8.5 g de GLS Kg* de
tejido vegetal). Ponmalai et al. (1999) indicaron que la extraccién por ultrasonido
con metanol aumenta de 1-8 veces mas el contenido de glucosinolatos en hojas de
col y brocoli al vapor que en hojas frescas. Por lo que el uso de metanol en
variedades de cruciferas es eficiente para la extraccién de metabolitos secundarios.
La tecnologia de ultrasonido en la accion de glucosinolatos e isotiocianatos en la
flor y hojas del brocoli demostro un aumento de 8 veces en la concentracion de
glucorafanina, siendo el ultrasonido una buena técnica de extraccion (Eagle et al.,
2019).
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7.2. Clorofila a.

En la Figura 2, se muestran los resultados del contenido de clorofila a
empleando ultrasonido y diferentes solventes (acuoso, metanol y etanol al 70 %). El
extracto con el solvente etanol fue el que presenta mayor contenido de clorofila a

significativamente con una p<0.05, seguido por el extracto metandlico y agua.
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Figura 2. Contenido de clorofila a (ug de clorofila a mL* de extracto) en los
extractos de brocoli con diferentes solventes (agua, metanol y etanol) mediante
extraccion por ultrasonido.

Extractos

Mathews et al. (2013) mencionan que la clorofila es un pigmento de color
verde presente en las plantas, algunas algas y bacterias, las cuales permiten
realizar la fotosintesis (transformacion de energia luminosa a energia quimica).
Existen varios tipos de clorofilas, la clorofila a es la que se presenta en todos los
vegetales, la cual absorbe la luz durante el proceso de la fotosintesis; la clorofila b
se encuentra en los cloroplastos, por lo tanto, ésta capta la energia de la luz en otra

longitud para transmitir esa energia a la clorofila a (Fernandez et al., 2010).

Mepba et al. (2007) reportaron el contenido de clorofila a en cruciferas por
maceracion en solvente acuoso, los cuales fueron: brécoli (0.230 mg gt PF), col
(0.0.80 mg g PF) y col rizada (0.200 mg g PF); siendo el brécoli la crucifera con
mayor cantidad de clorofila a. Al ser el agua un compuesto polar y no considerado
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como un compuesto organico por no tener carbono es su estructura, se justifica que
el extracto acuoso no puede presentar un alto contenido de clorofila (Streit et al.,
2005). En los resultados de la Figura 2, se muestra que el extracto acuoso de brocoli
mediante el uso de ultrasonido contiene 2.59 pug de Chl a mL* de extracto, por lo
que el empleo de ultrasonido preserva mas el contenido de clorofila en comparacién

con el método de maceracion reportado por Mepba et al. (2007).

7.3. Clorofila b.

En la Figura 3, se observa los resultados de clorofila b en los extractos de
brécoli (acuoso, metandlico y etandlico). El extracto con mayor contenido de clorofila
b fue el extracto obtenido mediante el solvente de etanol, seguido del extracto con
el solvente metandlico y acuoso. Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre

estos dos ultimos tratamientos (p>0.05).
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Figura 3. Contenido de clorofila b (ug de clorofila b mL* de extracto) en los
extractos de brocoli con diferentes solventes (agua, metanol y etanol) mediante
extraccion por ultrasonido.

Las plantas y/o vegetales superiores son los que contienen dos tipos de
clorofilas (clorofila a y b), la clorofila a presenta un color verde intenso y la clorofila

b un color verde-amarillo, por ello, la materia vegetal de color verde (espicas,
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acelgas, lechugas, col rizada, col de Bruselas, brécoli entre otros) es la que poseera

mas cantidad de clorofila (Hixcos et al., 1979).

Martin et al. (2016) comentan que la clorofila b proviene de la clorofila a por
la oxidacion del grupo metilo en el anillo B de un grupo formilos. Davies et al. (1976)
concluyeron que los solventes organicos no tienen la misma capacidad de extraer
las clorofilas a y b, ya que los que presentan mayor efectividad son los mas polares,
puesto que para la extraccion de pigmentos en tejidos vegetales se puede emplear
indistintamente el etanol y metanol. En los resultados de este trabajo, los extractos
con mayor clorofila b fueron los obtenidos mediante el uso de metanol al 70 % (7.43
ug de Chl b mL? de extracto) y etanol al 70 % (18.42 ug de Chl b mL* de extracto).

7.4. Clorofilas Totales.

Los resultados de las clorofilas totales presentes en los extractos de brocoli
muestran que el extracto con solvente a base de etanol es el que presenta mayor
contenido de clorofilas totales con una significancia de p<0.05, seguido por los

extractos a partir de los solventes metandlico y acuoso (Figura 4).
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Figura 4. Contenido de clorofilas totales (ug de clorofilas mL* de extracto) en los
extractos de brocoli con diferentes solventes (agua, metanol y etanol) mediante
extraccién por ultrasonido.
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Costa et al. (2006), Zhan et al. (2012) y Ma et al. (2014) comentan que la
senescencia de los vegetales es provocada por el corte. La senescencia del brocoli
durante postcosecha presenta varios cambios bioquimicos los cuales afectan la
calidad nutricional, la calidad del producto y la pérdida de color, esto es ocasionado
por la degradacion de las clorofilas, disminucion de proteinas, vitamina C,
glucosinolatos, capacidad antioxidante, entre otros. Sin embargo, los autores
analizaron las clorofilas presentes en hojas de brocoli y coliflor, siendo el brécoli el
gue mayor cantidad obtuvo, puesto que las hojas del brocoli estaban completas y
las de la coliflor estaban partidas por la mitad, demostrando que la mala cosecha es
un factor que provoca la pérdida de los compuestos fisicoquimicos.

La cuantificacion de las clorofilas se puede llevar a cabo por diferentes
solventes (acetona, metanol y etanol) y métodos de extraccion (congelamiento,
calentamiento, maceracion, ultrasonido y sonicacién), junto con la aplicacién de
ecuaciones, las cuales emplean las diferentes longitudes de onda (Banderas et al.,
1991; Pérez et al., 2002).

7.5. Vitamina C.

Los resultados del contenido de vitamina C indican que el extracto con el
mayor contenido es a partir de la extraccion con solvente etanol con una
significancia de p<0.05, el segundo extracto es con solvente metandlico v,
finalmente, el que tiene menor contenido de vitamina C es el extracto con solvente

acuoso (Figura 5).
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Figura 5. Contenido de vitamina C (mg de &cido ascérbico 100 mL* de extracto)
en los extractos de brécoli con diferentes solventes (agua, metanol y etanol)
mediante extraccién por ultrasonido.

Gamboa et al. (2014) evaluaron que la disminucion de vitamina C en proceso
de ultrasonido se debe a la creacién de microcanales mediante la cavitacion, los
cuales facilitan el paso de constituyentes de los alimentos, en particular los
nutrientes solubles y la introduccién del oxigeno, ya que es considerado uno de los
factores principales de la disminucion de la vitamina C. Por ello, recomiendan
trabajar con condiciones de ultrasonido no tan elevadas para que no exista gran

pérdida de acido ascérbico.

Gantiva et al. (2010) mencionan que los solventes mas compatibles para la
cuantificacion de la vitamina C son: n-propanol, etanol, metanol, butanol, acido
acético. Otro solvente es el agua, ya que ésta puede solubilizar a la vitamina C. Por
tal razon, en los resultados de la Figura 5 se muestra la diferencia del contenido de
vitamina C y la compatibilidad de los solventes en los extractos de brocoli, siendo
que el extracto con etanol al 70 % fue el que presentdé mayor cantidad de vitamina
C (1.73 mg de acido ascérbico mL* de extracto), seguido por el solvente con
metanol (1.26 mg de acido ascorbico mL?* de extracto) y el que presenté menor
cantidad de vitamina C fue el extracto acuoso (0.88 mg de &cido ascérbico mL* de

extracto).
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Kim-Ishi et al. (2007) observaron que la disponibilidad de la vitamina C varia por
diferentes factores como lo son: intensidad de luz, temperatura de almacenamiento
y exposicion a diferentes contaminantes. Por lo tanto, estos factores pueden alterar
su contenido en productos almacenados o en su vida de postcosecha, puesto que
es un constituyente de alta vulnerabilidad al conservarse o procesarse (Davey et al.,
2000). Sin embargo, es necesario buscar métodos de los cuales no alteren los
compuestos bioactivos de la materia, ya que el ultrasonido es una de ellas y cabe
resaltar que es una tecnologia limpia y con un gran potencial de aplicacion en:
descongelado, secado, congelado, atraccion, entre otros. Siendo el ultrasonido u
método que no afecta las propiedades fisicoquimicas de los productos procesados.
(Robles-Ozuna et al., 2012).

7.6. Compuestos Fendlicos Totales.

Los extractos con mayor concentracion de compuestos fendlicos totales
fueron los que se obtuvieron a partir de los solventes de metanol y etanol (p<0.05)
con respecto al extracto acuoso, ya que este ultimo fue el que presenté el menor

contenido de compuestos fendlicos (Figura 6).

Brand et al. (1995) reportaron que las muestras que son expuestas a
tratamientos acuosos y con aumentos de temperatura, generan una gran pérdida
de fenoles totales debido a la caracteristica hidrosoluble de los compuestos
fendlicos. Los autores determinaron que el empleo de agua como solvente no es de
gran utilidad para cuantificar los compuestos fendlicos. En relacidén con los autores
y los resultados obtenidos en este trabajo, se muestra que el solvente con menor
eficacia para la obtencion de compuestos fendlicos es el acuoso, cuyos resultados

en extractos de brécoli es de 490.35 ug EAG mL! de extracto.
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Figura 6. Contenido de compuestos fendlicos totales (ug EAG mL™! de extracto)
en los extractos de brécoli con diferentes solventes (agua, metanol y etanol)
mediante extraccién por ultrasonido.

Cartea et al. (2011) evaluaron el contenido de compuestos fendlicos
presentes en brécoli, el cual dependera del tipo de método de extraccion, como es
el caso de algunos métodos convencionales (escaldado) y el empleo de tecnologias
emergentes (utrasonido y microondas); ya que estos Ultimos presentan una mayor
actividad para la extraccién de los fenoles totales. Por lo tanto, el empleo de
ultrasonido es una buena técnica para la extraccion de los compuestos fendélicos
como se demuestra en los resultados anteriores, los cuales fueron sometidos a

ultrasonido (20 W de potencia, 25 KHz de frecuencia, durante 20 min).

Balasudram et al. (2006) indican que los compuestos fendlicos extraidos
presentes en extractos de vegetales tienen una excelente correlaciéon con la
actividad antioxidante y, al interactuar entre ellos, pueden ser agentes que
previenen la oxidacion celular. La extraccion con disolventes polares, soluciones
acuosas de metanol, etanol, acetona y acetato de etilo es de gran utilidad para
recuperar los fenoles totales dentro de una matriz vegetal (Sultana et al., 2009) y en
comparacion con los resultados obtenidos (Figura 6), se muestra que el extracto de
esquilmos de brécoli con metanol al 70 % fue el que presentd mayor cantidad de

compuestos fendlicos (704.45 ug EAG mL* de extracto), mientras que el extracto
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con etanol al 70 % fue el segundo que obtuvo buena concentracién de fenoles
totales (650.53 ug EAG mL™* de extracto). Por lo tanto, se puede decir que el uso de
estos solventes es positivo para la medicion de los compuestos fendlicos en materia

vegetal.

7.7. Capacidad Antioxidante Total.

En la siguiente grafica (Figura 7) se muestran los resultados de la capacidad
antioxidante. El extracto con mayor capacidad antioxidante es con el solvente de
agua con una diferencia significativa de p<0.05, seguido el extracto con solvente

etandlico y el de menor contenido es el extracto metandlico.
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Figura 7. Capacidad antioxidante total (umoles EAG mL™! de extracto) en los
extractos de brocoli con diferentes solventes (agua, metanol y etanol) mediante
extraccion por ultrasonido.

Oliveira et al. (2013) analizaron la capacidad antioxidante de un extracto de
brocoli en fresco utilizando el radical libre de DPPH donde obtuvo un indice de 2.35
mg mL! de capacidad antioxidante con un solvente acuoso mientras que el extracto
acuoso de brocoli asistido por ultrasonido fue el que presentdé mayor cantidad de
capacidad antioxidante (6580.9 umoles EAG mL* de extracto), por tanto, se puede
decir que los extractos de brocoli presentan una buena capacidad antioxidante
frente al DPPH.
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Lépez et al. (2017) demostraron que la capacidad antioxidante de 25 pL
extracto acuoso de brécoli expuesto por 10 minutos a temperatura de ebullicién fue
de 2.07 mg mL? y obtuvieron como resultado que el agua es un buen acarreador
de capacidad antioxidante. En comparacion con los resultados obtenidos de la
Figura 7, el extracto acuoso de brocoli mediante ultrasonido present6 6580.9 umoles
EAG mL de extracto, por lo tanto, el uso de agua como solvente es eficaz para la
extraccion de antioxidantes. Rivera et al. (2021) evaluaron la flor, los tallos y las
hojas del brocoli empleando etanol, sin embargo, usaron la técnica de DPPH para
medir la capacidad antioxidante y obtuvieron como resultado que las hojas tienen
mayor capacidad de antioxidantes que la flor y el tallo.

En un trabajo reportado por Cid-Ortega et al. (2016) determinaron la
capacidad antioxidante en extractos etandlicos (etanol al 50 %) de flor de jamaica
(variedad Roselle). Los resultados encontrados de capacidad antioxidante fueron
de 8.20 mg g* de peso seco. Los autores concluyeron que el etanol es un buen

solvente para la extraccion de antioxidantes.

7.8. Proteinas Totales.

En la Figura 8, se presentan los resultados de proteinas totales. El extracto
con alto contenido de proteina es el extracto con solvente etandlico con una
significancia de p<0.05, seguido del extracto con solvente acuoso y de menor

contenido es el extracto con solvente metandlico.

Kozlowska et al. (1977) mencionaron que las proteinas presentan baja
solubilidad en mezclas de agua con alcohol ya que, si el alcohol representa mas del
40 %, la solubilidad aun es mas baja. Ante esto, el extracto con solvente metanol al
70 % es el que presenté menor cantidad de proteinas (0.063 mg de proteina mL?

de extracto) en los extractos de brdcoli.
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Figura 8. Contenido de proteinas totales (mg mL™* de extracto) en los extractos de
brécoli con diferentes solventes (agua, metanol y etanol) mediante extraccion por
ultrasonido.

Vega et al. (2017) comentaron que las proteinas que se encuentran en los
vegetales son intracelulares, por lo tanto, se requieren métodos para romper las
paredes celulares y asi obtener una buena cantidad de las particulas de interés, los
cuales pueden ser métodos mecanicos y no mecanicos. Los métodos mecéanicos se
basan en la friccion y las fuerzas de corte, la cual tiene la finalidad de deformar la
célula hasta lograr su ruptura, los métodos mecéanicos pueden ser: molinos y
equipos de ultrasonido, sin embargo, los métodos no mecénicos son los que se
basan en tratamientos para separar los componentes e hidrolisis de la pared celular
por medio de métodos quimicos o enziméticos y son de gran utilidad para la
extraccion de proteinas. Como se muestra en la Figura 8, el empleo de ultrasonido
es un método mecénico el cual se empled para la elaboracién de extractos de
brécoli y nos permitié evaluar el contenido de proteina mediante tres solventes
(acuoso, etandlico y metandlico), siendo el extracto con metanol el de mayor

contenido de proteinas.

Cujic et al. (2016) mencionan que la extraccibn de biomoléculas
(carbohidratos, lipidos, vitaminas y proteinas) de material vegetal debe ser con

etanol, puesto que es un solvente con alta polaridad, el cual ayuda a extraer una
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gran parte de compuestos o biomoléculas del material vegetal, por lo que los
resultados de la Figura 8, muestran que el extracto con mayor cantidad de proteinas

es el que contiene etanol al 70 % (0.83 mg de proteina mL! de extracto).
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8. CONCLUSION.

El uso de ultrasonido es de gran eficiencia, ya que, a diferencia de los
métodos convencionales, este reduce los tiempos de proceso y no altera la

composiciéon bioquimica del extracto.

El solvente que tuvo mayor efectividad en la mayoria de los compuestos de
interés (clorofilas a, b y totales, vitamina C y proteinas totales) fue el etanol al 70 %.
En la cuantificacion de la capacidad antioxidante el solvente que obtuvo mayor
cantidad fue el agua y para los compuestos fendlicos totales fue el metanol. El
contenido de glucosinolatos no presenté diferencia significativa respecto al tipo de

solvente.

El aprovechamiento de los esquilmos vegetales es de gran importancia ya
gue ademas de disminuir la contaminacion ambiental, permite obtener subproductos
de alto valor agregado gracias al aporte de nutrientes e ingredientes potencialmente

funcionales que tienen.
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9. PERSPECTIVAS.

Evaluar los extractos a otras condiciones (potencia, frecuencia y tiempo) del

equipo de ultrasonido para comparar y determinar qué condiciones son las éptimas.

Emplear nuevos procedimientos para cuantificar ciertos glucosinolatos en

especifico.

Aplicar técnicas o métodos diferentes para el andlisis de los compuestos de
interés, por ejemplo: TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), FRAP
(capacidad antioxidante para reducir el ion férrico), método yodomeétrico para
vitamina C, ensayo de Lowry para proteinas, ensayo de Millon para los compuestos

fenolicos, entre otros.

Lograr que los extractos salgan a la venta, ya que por la composicion
fitoquimica pueden tener aplicaciones en la agroindustria, industria alimentaria,

farmacéutica, entre otras.
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11. ANEXOS.

Curva Patréon Glucosinolatos
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