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RESUMEN:

El objetivo general de esta investigacion fue evaluar el efecto del tiempo y la temperatura en la concentracion de
fenoles y flavonoides totales en hojas de brocoli durante la extraccion asistida por ultrasonidos de potencia (UP).
Los extractos fueron preparados empleando 5 g de harina de hojas deshidratadas de brocoli y 100 mL de metanol
al 80%. Posteriormente, los extractos fueron sonicados en un bafio ultrasénico de 5 L (40 kHz, 5.57+0.87 kW/mq)
a diferentes tiempos (15, 30 y 45 min) y temperaturas (30, 40 y 50°C). Una vez obtenidos los extractos, se evalué
el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) y flavonoides totales (FT). Con base en los resultados
obtenidos, las concentraciones de CFT y FT en los extractos oscilaron de 15.70+0.98 a 36.68+0.77 mg EAG/g
P.S. y 17.09+1.32 a 24.14+0.53 mg ER/g P.S., respectivamente. En el caso de la concentracion de CFT, el
incremento del tiempo de exposicion a UP contribuyé al aumento significativo (p<0.05) de la extraccién de
dichos compuestos. Sin embargo, al superar la temperatura de 40°C, la concentracion de CFT disminuyd.
Respecto a la concentracion de FT en los extractos, el aumento del tiempo y la temperatura de extraccion asistida
con UP favorecié su extraccion (p<0.05).
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ABSTRACT:

The main aim of this research was to evaluate the effect of extraction time and temperature on total phenolic and
flavonoid content in broccoli leaf during extraction assisted by power ultrasound (PU). The extracts were
prepared using 5 g of dehydrated broccoli leaf meal and 100 mL of 80% methanol. Subsequently, the extracts
were sonicated in an ultrasonic bath of 5 L (40 kHz, 5.57+0.87 kW/m?®) at different times (15, 30, and 45 min)
and temperatures (30, 40, and 50°C). Once the extracts were obtained, the content of total phenolic compounds
(TFC) and total flavonoids (TF) was evaluated. Based on the results, the concentrations of TFC and TF in
broccoli leaf extracts ranged from 15.70+0.98 to 36.68+0.77 mg GAE/g DW and from 17.09£1.32 to
24.14+0.53 mg RE/g DW, respectively. In the case of TFC concentration, the increase in the time of UP exposure
contributed to a significant increase (p<0.05) in the extraction of these biocompounds. However, when the
temperature of 40°C was exceeded, the concentration of TFC decreased. Regarding TF concentration in the
extracts, the increase in the time and the temperature of extraction assisted by PU favored its extraction (p<0.05).
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INTRODUCCION

La industria agroalimentaria representa uno de los sectores econdmicos estratégicos del estado de
Guanajuato (Gutiérrez Robles et al., 2017). Esta industria produce una gran cantidad de desechos y
subproductos que representan una gran fuente de contaminaciéon. En México, los subproductos
vegetales son utilizados como material de abono para plantas o como ingredientes para alimentos
balanceados para ganado. Sin embargo, estd demostrado que son fuente potencial de compuestos
bioactivos con capacidad de ser utilizados para garantizar la calidad e inocuidad de los alimentos (Cilla
et al., 2018). Actualmente, las hojas de brocoli (Brassica oleracea italica) estan siendo estudiadas
debido a su contenido de compuestos bioactivos tales como compuestos fendlicos, flavonoides y asi
mismo su capacidad antioxidante (Ferreira et al., 2018; Gutiérrez Robles et al., 2017).

En los ultimos afios ha surgido un gran interés en el uso de tecnologias no térmicas para los procesos
de extraccion de compuestos bioactivos, tal es el caso de los ultrasonidos de potencia (UP) (Chemat et
al., 2017). El fundamento de extraccion de los UP consiste en la aplicacion de ondas acusticas que
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producen el fenébmeno de cavitacion. Este fendmeno provoca la variacion de presiones acusticas, las
cuales inducen la produccién de microburbujas que se expanden y colapsan al mismo tiempo que
promueven el fenédmeno de implosion (Chemat et al., 2017; Ozuna et al. 2015). Durante la implosion
se libera la energia acumulada ocasionando un choque mecénico a la estructura de la célula, logrando
asi que, el solvente entre a la célula y favorezca la extraccion de los compuestos bioactivos (Ozuna et
al., 2015). Los UP representan una tecnologia que contribuye a la disminucién del costo del proceso y
permite aumentar la calidad y bioactividad de los extractos obtenidos (Chemat et al., 2017).

Respecto a procesos de extraccion de compuestos bioactivos asistido por UP, Paz et al. (2015)
extrajeron compuestos antioxidantes de plantas nativas del desierto mexicano. Estos investigadores
observaron que las principales variables del proceso que ejercieron una fuerte influencia en la
extraccion de estos compuestos fueron la proporcion solido-liquido y la concentracion de etanol
empleada como solvente. Por otro lado, Deng et al. (2015) estudiaron la capacidad antioxidante y
antimicrobiana de extractos de hojas y corteza de vara de oro de Canada (Solidago canadensis L.)
obtenidos por UP. Finalmente, Flores Corral y Peldez Mendoza (2018) estudiaron la capacidad
antioxidante de extractos de hojas de guanabana (Annona muricata L.) obtenidos por UP. Los autores
concluyen que, empleando una potencia de 60 W, un tiempo de 25 min y una concentracion del
solvente hidroalcohdlico al 90% fueron las condiciones que permitieron aumentar la capacidad
antioxidante de los extractos obtenidos.

El objetivo general de esta investigacion fue evaluar el efecto del tiempo y la temperatura en la
concentracion de fenoles y flavonoides totales en hojas de brécoli durante la extraccién asistida por
ultrasonidos de potencia (UP).

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de materia prima para la generacién de extractos

La recoleccidn de las hojas externas de brécoli se llevo a cabo en la Empresa Agroalimentaria Mar
Bran (Planta No.1) de la ciudad de Irapuato, Gto. Posterior a su recoleccion, las hojas fueron
seleccionadas, lavadas y desinfectadas. Enseguida, se cortaron, retirando los nervios, para después ser
deshidratadas por aire caliente a 60°C empleando un horno de secado (CE3F, Shel Lab, Estados
Unidos) hasta alcanzar un peso constante (Gutiérrez Robles et al., 2017). Posterior a su deshidratacion,
las hojas deshidratadas fueron pulverizadas, tamizadas (Tamafio de malla No. 14) y almacenadas en
frascos de vidrio en oscuridad a 25°C.

Extraccion asistida por ultrasonidos de potencia

La extraccion de compuestos bioactivos asistida por ultrasonidos de potencia (UP) a partir de hojas de
brécoli se realizé empleando matraces Erlenmeyer de 250 mL adicionando 5 g de harina de hojas de
brdcoli y 100 mL de metanol al 80% como solvente. Los matraces fueron sonicados a través de un
bafio ultrasénico de 5L con una frecuencia de 40 kHz y potencia nominal méxima de 120 W
(ULTRASONS HD, Selecta S.A., Espafia) durante 15, 30 y 45 min a temperaturas de 30, 40 y 50°C.
La densidad acustica media del bafio fue de 5.57+0.87 kW/m?3, la cual fue determinada por el método
calorimétrico reportado por Ozuna et al. (2015).

Determinacion de compuestos fendlicos totales

Se realiz6 la determinacién siguiendo el método propuesto por Slinkard et al. (1999) con ligeras
modificaciones. Los valores de absorbancia fueron leidos a 765 nm a través de un espectrofotémetro
UV-Vis (GENESYS 10S, Thermo Scientific™, EUA) y el contenido fendlico total de las muestras se
reportd en mg de equivalentes de acido galico por gramo de peso seco (mg EAG/g P.S).
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Flavonoides totales

La determinacion del contenido de flavonoides totales en las muestras se llevd a cabo siguiendo el
método de Khanam et al. (2012), leyendo los valores de absorbancia a una longitud de onda de 415 nm
a través de un espectrofotémetro UV-Vis (GENESYS 10S, Thermo Scientific™, EUA). Los resultados
fueron reportados como mg equivalentes de rutina por grano de peso seco (mg ER/g P.S).

Analisis estadistico

El anélisis estadistico se realizd mediante del andlisis de varianza (ANOVA) con un analisis post-hoc
de Tukey. Para determinar diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos, los datos
experimentales se analizaron en el programa estadistico Statgraphics Version 16.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fenoles totales. La Fig. 1 muestra el efecto del tiempo (15, 30 y 45 min) y la temperatura (30, 40 y
50°C) de extraccién de compuestos fendlicos totales (CFT) asistida por UP (40 kHz; 120 W) a partir de
hojas deshidratadas de brdcoli a 60°C durante 24 h.
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Figura 1. Efecto de la temperatura y el tiempo asistida por ultrasonidos de potencia (40 kHz; 120 W;
5.57+0.87 kW/m®) sobre la concentracion de compuestos fendlicos totales partir de hojas deshidratadas
(60°C, 24 h) de brdcoli. Letras diferentes indican grupos homogéneos (Tukey, p<0.05).

En términos generales, la concentracion de compuestos fendlicos totales (CFT) de los extractos
metanolicos de hojas de brécoli oscilaron de 15.70+0.98 mg EAG/g P.S. a 36.68+0.77 mg EAG/g P.S.
Las concentraciones de CFT obtenidos en esta investigacion son congruentes con los valores
reportados por diversos autores para extractos hojas de olivo (Ahmad-Qasem et al., 2013) y laurel
(Mufiiz-Marquez et al., 2013) obtenidos a partir de una extraccion asistida por UP.

Respecto al tiempo de extraccion, en las tres temperaturas estudiadas se observé un incremento
significativo (p<0.05) de la concentracion de CFT al aumentar el tiempo del tratamiento. Sin embargo,
este aumento fue méas pronunciado en la temperatura de 30°C en comparacion con 40 y 50°C. En este
sentido, a 30°C, el incremento de la concentracion de CFT de 15 a 45 min fue de un 133.51%. Por otro
lado, para las temperaturas de 40 y 50°C, este aumento fue de un 13.35% y 26.64%, respectivamente.
En el caso de la temperatura de extraccion, se observo que el uso de una temperatura de 40°C
contribuyé a incrementar la extracciéon de CFT en los primeros 15 min en comparacion con las
temperaturas de 30 y 50°C (31.33£3.14, 15.70+0.98 y 21.69+2.17 mg EAG/g P.S., respectivamente).
Respecto a las tres temperaturas estudiadas, la temperatura de 50°C fue la menos efectiva para el
proceso de extraccion de CFT en hojas deshidratadas de brdcoli.
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Flavonoides Totales. La Fig. 2 muestra el efecto del tiempo (15, 30 y 45 min) y la temperatura de
extraccion (30, 40 y 50°C) asistida por UP (40 kHz; 120 W) sobre el contenido de flavonoides totales
(FT) de hojas deshidratadas de brécoli a 60°C durante 24 h.
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Figura 2. Efecto de la temperatura y el tiempo asistida por ultrasonidos de potencia (40 kHz; 120 W;
5.57+0.87 kW/m?®) sobre la concentracion de flavonoides totales partir de hojas deshidratadas (60°C, 24 h) de
brécoli. Letras diferentes indican grupos homogeéneos (Tukey, p<0.05).

La concentracion de flavonoides totales (FT) de los extractos metandlicos de hojas de brécoli oscilaron
de 17.09+1.32 mg ER/g P.S. a 24.14+0.53 mg ER/g P.S. Los valores obtenidos en esta investigacién
son congruentes a los reportados por Abdennacer et al. (2014) para extractos metanélicos de hojas de
Lycium intricatum Boiss (28.91+1.92 mg ER/ g P.S.).

En todas las temperaturas estudiadas, el incremento del tiempo de extraccion aumentd
significativamente (p<0.05) la concentracién de FT en los extractos obtenidos. Respecto al efecto de la
temperatura de extraccion, se puede observar en la Fig. 2 que el incremento de este factor contribuy6 a
extraer una mayor concentracion de FT.

Contrario a lo observado en CFT, el empleo de una temperatura de extraccion de 50°C beneficié la
extraccion de FT. Por ejemplo, a los 45 min del proceso, se obtuvo una concentracién final de FT de
21.10+1.4433 mg ER/g P.S y 24.14+0.33 mg ER/g P.S para 30 y 50°C, respectivamente. La tendencia
obtenida en esta investigacién es congruente por la reportada por Wang et al. (2018) para la extraccion
de compuestos bioactivos de hojas de olivo asistida por UP. Estos autores afirman que las condiciones
que maximizaron la extraccion de FT fue el empleo de una temperatura de 55°C y un tiempo de
55 min.

Con los resultados obtenidos en esta investigacién, se puede concluir que las variables del proceso,
tales como el tiempo y la temperatura, son de gran importancia para maximizar la extraccion de
compuestos bioactivos en un proceso asistido por UP. Futuras investigaciones deben centrarse en la
optimizacioén de dichas variables para aumentar el rendimiento de extraccion de los CFT y FT.
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