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Resumen

El brécoli Brassica olearacea L. var itélica, es un alimento rico en vitaminas C, K,
y A, fibras solubles y multiples nutrientes que lo convierten en un alimento de gran interés
para la industria de alimentos como lo son compuestos fendlicos y los glucosinolatos; la
glucorafanina es el glucosinolato de mayor concentracion en el brdocoli, este constituye
mas del 80% de los glucosinolatos presentes en el vegetal; cuando este se hidroliza por
la acciéon de la enzima mirosinasa da paso a la formacion de sulforafano un isotiocianato

altamente valorado debido a su potencial como anticancerigeno.

Por lo anterior, el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo el
desarrollo de una metodologia para la obtencidén de ingredientes funcionales a partir de
excedentes de cosecha del brécoli, para ello se llevé a cabo una seleccién en campo de
hojas de brécoli desde las cuales y mediante el uso del ultrasonido se obtuvieron tres
extractos diferentes que posteriormente fueron encapsulados usando maltodextrina,
goma arabiga y gelatina como agentes encapsulantes para el proceso de secado por
aspersion, finalmente se determiné la eficiencia de encapsulacion para cada uno de los
compuestos de interés y se caracterizaron cada uno de los polvos obtenidos en cuanto

aw, humedad, humectabilidad y solubilidad en agua.

Palabras clave: Brocoli. Extraccion, glucosinolatos, glucorafanina, compuestos

fenadlicos, ultrasonido, encapsulacion.



12

Introduccién

Las cruciferas, son un importante grupo de las especies horticolas, tanto por el
area sembrada como por el valor de su produccion. Jaramillo y colaboradores resaltan
brécoli, coliflor, repollo, col china y col de Bruselas como las cruciferas de mayor

importancia en el mundo (Jaramillo & Diaz, 20062, 9).

El brécoli Brassica oleracea L. var. Italica es un producto de gran interés en la
industria alimentaria debido a su riqueza en sustancias bioactivas tales como
compuestos fendlicos, glucosinolatos, acido ascorbico y flavonoides (Lv et al., 2017, 2),
sin embargo, posterior a diversos procesos poscosecha como la congelacion, la cantidad
de estos compuestos tiende a disminuir como es el caso de los glucosinolatos y la
vitamina C (Cai et al., 2016, 455). Es por esto que el sector horticola encuentra en este
producto la oportunidad de generar nuevas alternativas diferentes a la comercializacién

en fresco que permitan la comercializacion de un producto con alto valor agregado.

En esta investigacion se realizdé una caracterizaciébn en cuanto al contenido de
glucorafanina a partir de hojas e inflorescencias de brécoli, esto permitio la seleccién de
las hojas de brécoli como materia prima para la obtencién de ingredientes funcionales,
para ello se llevé a cabo una extraccion asistida con ultrasonido y agua como solvente
gue permitio la obtencion de tres extractos diferentes ricos en glucorafanina, polifenoles
totales y alta capacidad antioxidante, posteriormente cada uno de estos extractos fue
secado permitiendo la obtencion de prototipos intermediarios enriquecidos aplicables a

matrices alimentarias.
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Justificacion

Segun el plan Nacional de Horticultura, Antioquia es un departamento que posee
cerca de 7.037 hectareas cosechadas, area que equivale a un 7% del territorio
cosechado en el ambito nacional y que genera un volumen de 134.561 toneladas
equivalente al 10% de la produccion nacional (Ministerio de Agricultura y Desarrollo

Rural, 2010).

En la actualidad, Antioquia es una region calificada por la alta produccion de
hortalizas tales como el brécoli, coliflor, repollo, lechuga, tomate entre otros, anualmente
se cosechan cerca de 134.561 toneladas de estos productos (Ministerio de Agricultura 'y
Desarrollo Rural, 2010) cifra que tiende a aumentar debido a la gran demanda de los
consumidores que cada vez buscan una alimentacién mas saludable, rica en vegetales
y que tiende a lo natural, esto genera un aumento no solo en el volumen de produccién,
sino también la cantidad en masa de residuos que se producen como efecto de cosecha

en cada una de estas hortalizas.

Los residuos o excedentes de cosecha en la mayoria de los casos no se
encuentran en mal estado y son rechazados en la cadena productiva por factores como
el peso que supera los limites establecidos por el cliente como parametro de aceptacion
y por esta razon, se cortan de la planta y se dejan en el campo para alimentacién animal
o0 simplemente para que se lleve a cabo el proceso de descomposicibn como material
organico generando grandes pérdidas econdmicas para el horticultor quien no puede dar

otro uso a su cosecha sin buscar otra alternativa para su posible comercializacion.

La materia prima utilizada en este trabajo fue colectada en campo de un productor
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ubicado en el municipio de San Pedro de los Milagros, Antioquia y se empled la técnica
de ultrasonido para optimizar la extraccion de compuestos fendlicos y glucosinolatos,
sustancias de gran interés y poder biolégico debido a sus funciones en la prevencion de

enfermedades cronicas como el cancer (Appendino & Bardelli, 2010, 1).

La extraccion por procedimientos tradicionales emplea solventes que pueden
generar un impacto negativo, dejando trazas no deseadas en el extracto obtenido que
pueden ocasionar problemas a la hora de emplear estos extractos como ingredientes al
interior de formulaciones de nuevos productos, adicionalmente, requieren de largos
periodos de tiempo para culminar, la extraccion asistida por ultrasonido permite una
reduccién en este periodo de tiempo adicionalmente es una herramienta eficaz para la
guimica basada en plantas (Chemat, Rombaut, Sicaire, Meullemiestre, & Abert-vian,

2016, 3).

El uso de agua como solvente proporciona un extracto libre de solventes y que
facilmente puede ser empleado en la industria de alimentos, sin embargo, estos
compuestos pueden ser susceptibles a experimentar reacciones de degradacion durante
el almacenamiento, por tal motivo en el presente trabajo también se plantea el desarrollo
de una formulacién que permita la encapsulacion del extracto y ofrezca estabilidad de

los compuestos en el tiempo

Esta investigacion deriva de un proyecto macro que lleva por nombre
“Aprovechamiento de los excedentes de cosecha en la cadena de hortalizas de Antioquia
para la obtencion de productos con alto valor agregado” el cual fue financiado por el
sistema general de regalias y cuya finalidad es aprovechar los excedentes de cosecha

en la cadena de hortalizas de Antioquia para la obtencion de productos con alto valor
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agregado y asi promover la comercializacion diferenciada en el mercado nacional e
internacional gracias al desarrollo de productos de propiedades funcionales de alto

potencial comercial.

De este modo, el impacto mas grande que se puede generar con la ejecucion de
este proyecto y el uso de los resultados esperados sera el aumento de la competitividad
de la cadena productiva de hortalizas de Antioquia generando oportunidades de

investigacion, desarrollo social y econémico para las regiones.
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Objetivos

Objetivo general:

Desarrollar una metodologia para la obtencion de ingredientes funcionales a

partir de excedentes de cosecha del brécoli.

Objetivos especificos:

Caracterizar los excedentes de cosecha del brcoli con respecto a su contenido

de compuestos bioactivos (fenoles y glucosinolatos).

Disefiar un proceso escalable para el aprovechamiento de excedentes de
cosecha de brécoli mediante la extraccion de sustancias bioactivas (fenoles y

glucosinolatos).

Obtener prototipos de productos intermediarios enriquecidos en sustancias

bioactivas (fenoles y glucosinolatos) aplicables a matrices alimentarias.
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Marco conceptual

Brocoli

(Brassica olearacea L. var Italica), es originario de las costas del mediterraneo y
Asia Occidental, donde actualmente se encuentran Grecia, Turquia y Siria, de alli fue
llevada a Inglaterra, Dinamarca, Holanda, Francia y Espafia. Su nombre proviene del
italiano “broco” que hace referencia a brote, parte comestible de la planta (Jaramillo &
Diaz, 2006b, 12), actualmente es cultivado en regiones con una temperatura media de
18 a 23 °C. Segun FAOSTATS a 2011 el principal productor de esta hortaliza era China
con mas de ocho millones de toneladas por afio seguido de India con seis millones
aproximadamente y Espafia que se acerca al millon de toneladas por afio, en América
Latina el principal productor es México, pais que se encuentra en el cuarto lugar de

produccién mundial.

Este alimento es altamente valorado por grandes grupos de la poblacion, no solo
por su sabor, sino también por los efectos benéficos que tiene para la salud como
anticancerigeno, bactericida, antimicrobiano y por sus propiedades antioxidantes (Ares,
Nozal, & Bernal, 2013, 79). Diversos autores reportan varios beneficios sobre la salud
derivados del consumo de brécoli, entre estos una alta capacidad antioxidante que es
otorgada gracias a la presencia de provitamina A, beta — caroteno, niacina, vitamina E,
acido fdlico, vitamina C y luteina. Adicionalmente, debido a la gran cantidad de fibra
dietaria presente en el brécoli, este es recomendado en dietas para mejorar la actividad

digestiva y prevenir el estreflimiento. A nivel intestinal esta fibra confiere proteccién y
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facilita la eliminacion de lipidos frente al consumo de una dieta rica en grasa. (Mandimika

etal., 2012, 1273)

El brocoli también es fuente de glucosinolatos, compuestos de gran interés,
gracias a su potencial como anticancerigenos. Adicionalmente, también es fuente de
vitamina K (filoquinona) la cual es liposoluble y funciona como coenzima por lo cual estaa
implicada en la coagulacion de la sangre y el metabolismo éseo. Dicha vitamina esta
presente en concentraciones mayores a 100 mg filoquinona/ 100 g de verdura (Moreno,
Carvajal, Lopez-Berenguer, & Garcia-Viguera, 2006, 1510). Autores como Jaramillo &
Diaz, (20062, 1) reportan que el brocoli ayuda a regular la insulina y el azdcar en sangre,
reduciendo el riesgo de diabetes, en consecuencia, durante los ultimos afios se ha
generado mayor interés en la extraccion, aislamiento, caracterizacion y determinacion de
la actividad biolégica de cada uno de estos compuestos y esto se evidencia en la cantidad

de investigaciones publicadas en el tema (fig 1 y 2).

Figura 1. Numero de publicaciones obtenidas mediante la base de datos SciFinder

gue contienen el termino glucosinolatos. (Fecha de la consulta 23 — 02 — 16)
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Figura 2. Numero de publicaciones obtenidas mediante la base de datos SciFinder

gue contienen el termino glucosinolatos de brécoli. (Fecha de la consulta 23 — 02 — 16)
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En Colombia el cultivo de brécoli se ha popularizado tanto, que segun el Anuario
estadistico de frutas y hortalizas 2012 del Ministerio de agricultura y desarrollo rural
(Ministerio De Agricultura y desarrollo Rural, 2012), el departamento de Antiogquia posee
una participacion del 43% de la produccion nacional, siendo el municipio de Marinilla el
primer productor en el Departamento con el 96.4%. En el resto del pais los
departamentos de Cundinamarca, Narifio, Risaralda y Boyaca siguen al departamento

antioquefio con un porcentaje de participacion del 29, 10.6, 8.8 y 6.8 respectivamente.

En el departamento de Antioquia la produccién horticola se desarrolla
esencialmente gracias a pequefios productores los cuales constituyen el 95% del total
de la cosecha. Ademas poseen areas entre 0.1 y 1.0 hectareas, emplean una mano de
obra familiar y carecen de recursos econémicos que permitan tecnificar su labor lo cual

genera altos costos econdmicos. No se tienen cifras exactas acerca de la cantidad de
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pérdidas poscosecha, sin embargo, se estima que desde la recoleccién hasta el

consumidor final se pierden entre un 12% y 25% del volumen final.

Glucosinolatos

Son compuestos nitro sulfurados que se encuentran en la familia Brassicaceae y
son el resultado de la union de un azucar reductor y el azufre de una molécula que no
tiene hidrato de carbono (aglicona) (Schonhof, Krumbein, & Brickner, 2004, 3), los
glucosinolatos contribuyen al sabor y aroma de las brassicas, poseen bajo poder
biolégico, pero este incrementa luego de ser hidrolizados (Lampe, 2003, 850s).
Normalmente estos compuestos son estables al interior de las células vegetales, sin
embargo, cuando los tejidos vegetales y las células son dafiadas, estos son hidrolizados
(GU, GUO, & GU, 2012, 1804); la hidrdlisis de los glucosinolatos esta mediada por la
enzima mirosinasa y su contenido puede cambiar entre variedades de una misma
especie (J W Fahey, Zalcmann, & Talalay, 20012, 5). Como producto de hidrdlisis
podemos encontrar isotiocianatos, nitrilos, tiocianatos, epithionitrilos y oxazolidinas

(Verkerk et al., 2009, 2).
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Figura 3. Hidrolisis de glucosinolatos por la enzima mirosinasa y sus diferentes

productos de hidrolisis. Adaptado de (Vig, Rampal, Thind, & Arora, 2009, 1563)
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En la naturaleza existen mas de 120 glucosinolatos en el reino vegetal,
diferenciandose en los aminoacidos de su cadena lateral (J W Fahey et al., 20012, 5)

clasificAndose en:

o Alifaticos

o Aromaéticos

o Benzoicos

o Glucosinolatos con azufre en su cadena lateral

o Glucosinolatos glicosilados multiples

o Heterociclicos o inddlicos (Rodriguez Hernandez, 2013, 3).

Diversas investigaciones han reportado la extraccion de hasta 20 tipos de

glucosinolatos diferentes: glucoiberin, GIB; glucoraphanin, GRA; glucoerucin GER;
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gluconapin, GNA,; glucotropaeolin, GTL; glucobrassicin, GBC; gluconasturtiin, GST,;
glucoalyssin, ALY; 4-hydroxyglucobrassicin, 4-OH; 4-metoxyglucobrassicien, 4ME;
neoglucobrassicin, NEO; sinigrin, SIN (Bernal, Ares, Nozal, & Bernal, 2014, 1). En la
tabla 1 se presentan los glucosinolatos mas representativos del brécoli (Brassica
oleracea var. italica) y el rango de concentracion segun datos reportados por Latte,
Appel, & Lampen (2011, 3288). Igualmente en la figura 4 se presenta la estructura

guimica de los glucosinolatos mas representativos del brocoli.

Tabla 1. Glucosinolatos presentes en el brocoli (Brassica oleracea var. italica),

datos de varios autores reportados por Latté et al. (2011, 3288)

Glucosinolatos Rango de concentracién (umol/ g de

material seco)

Glucoiberin 0-7.8
Glucorafanina 0.3-38.4
Glucoalyssin 0-5.9
Glucoerucin Trazas
Glucoibervirin Trazas
Gluconapin 0-1
Progoitrin 0.1-16.1
Sinigrin 0-0.1
Napoleiferin 0.3-0.7
Glucobrassicanapin 0-0.6
Epiprogoitrin Trazas
Gluconasturtiin 0-04
Glucobrassicin 1.1-33.4
Neoglucobrassicin 0.2-19.9
4 Hydroxyglucobrassicin 0-0.6
4 Methoxyglucobrassicin 0.2-2
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Contenido total de glucosinolatos 12.8-20.9

Como se evidencia en la tabla 1, la Glucorafanina (1-S-[(1E)-5-(methylsulfinyl)-N-
(sulfonatooxy)pentanimidoyl]-1-thio-kB-D-glucopyranose) es el glucosinonato de mayor
concentracion en el brocoli, este constituye mas del 80% de los glucosinolatos presentes
en el vegetal (Van Eylen et al., 2009, 2), este glucosinolato es de gran interés para la
industria de alimentos y farmacéutica debido al potencial que posee el producto de su
hidrolisis, el sulforafano, un isotiocianato de interés particular debido a su alto poder
anticancerigeno, el sulfurafano es inductor de las enzimas de fase Il en humanos lo que
brinda proteccion frente a sustancias cancerigenas e inflamatorias (J W Fahey,
Zalcmann, & Talalay, 2001b, 2); este isotiocianato puede disminuir el riesgo de
desarrollar diferentes tipos de cancer como lo son cancer de mama (Rose, Huang, Ong,
& Whiteman, 2005, 1), piel (Talalay et al., 2007, 1) y cancer gastrico (Jed W Fahey et
al., 2002, 1). En la tabla 2 se presentan algunos de los glucosinolatos presentes en el

brécoli y sus diferentes productos de hidrolisis.

Tabla 2. Clasificacion de los glucosinolatos mas representativos en brocoli segun

su estructura y sus productos de hidrélisis (Rodriguez Hernandez, 2013, 3)

Estructura Nombre trivial Isotiocianato asociado
Alifaticos Glucoiberina (Gl) Iberina (1B)
Glucorafanina Sulforafano
(GR) (SFN)
Glucoerucina (GE) Erucina (ER)
Aromaticos Gluconasturtina Fenetil — iso -
(GN) tiocianato (PEITC)
Indélicos Glucobrasicina Indol - 3 -
(GB) carbinol (13C)
Neoglucobrasicina
(NGB)
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Sin embargo, algunos estudios reportan que la mirosinasa endogena en el brécoli
es ineficiente para realizar el proceso de hidrolisis. Jeffery y Stewart reportaron que la
enzima puede convertir cerca del 25% o menos de la glucorafanina existente en el
vegetal, pese a esto, en el organismo de los seres humanos esta hidrdlisis se puede dar
por mirosinasa y/o glucosidasas derivadas de la microbiota intestinal, (Latté et al., 2011,
1) no obstante, desde la cosecha inica una lucha por la estabilidad de estos compuestos
gue se ven afectados por la temperatura, la luz y el tiempo de almacenamiento del

producto en fresco.

Estudios de estabilidad reportan que el almacenamiento de 0 a 4 °C durante cuatro
o siete dias no representa cambios significativos en el contenido total de glucosinolatos,
alifaticos totales, indolicos totales o individuales en inflorescencias de brécoli (Rybarczyk-
Plonska et al., 2016, 20) la glucorafanina se encuentra estable en inflorescencias de

brécoli almacenadas a 4°C durante 7 dias (Rangkadilok et al., 2002, 7388).



25

Figura 4. Estructura quimica de glucosinolatos presentes en el brocoli.
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Tabla 3. Principales glucosinolatos presentes en el brécoli. Informacion recuperada de National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (2017). PubChem Search Beta. Recuperado de https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Glucorafanina

Glucoiberin

C12H23NO10S3 C11H21NO10S-3
CAS 21414-41-5 Alifatico CAS 554-88-1 Alifatico
Peso Peso
molecular 438 g/mol molecular 423,48014 g/mol
Masa
Masa exacta 437 g/mol exacta 423,032759 g/mol
(M-H)- 436 (M-H)- 422
Soluble
Soluble en agua, etanol, metanol en agua
Producto de hidrolisis Sulforafano Producto de hidrolisis Iberin
Progoitrin Sinigrina
C11H18NO10S2 C10H16KNO9S2
CAS 585-95-5 Alifatico CAS 3952-98-5 Alifatico
Peso Peso
molecular 388,39132 g/mol molecular 397,463640 g/mol
Masa
Masa exacta 388,037213 g/mol exacta 396,990355 g/mol
(M-H)- 388 (M-H)- 358




soluble
soluble en agua, metanol en agua, metanol
Producto de hidrolisis Goitrina Producto de hidrolisis Isotiocianato de alilo
Glucoalyssin Sinalbina
C13H25NO10S3 C14H19NO10S2
CAS Alifatico CAS Alifatico
Peso Peso
molecular 451,53330 g/mol molecular 425,43136 g/mol
Masa
Masa exacta 451,064059 g/mol exacta 425,045038 g/mol
(M-H)- 450 (M-H)- 424
soluble
soluble en agua, metanol en metanol, agua
4 - hidroxibencil
Producto de hidrolisis isotiocianato
Gluconapin Glucoiberverin
C11H18NOgS2- C11H20NOgSs-
CAS 19041-09-9 Alifatico CAS 26888-03-9 Alifatico
Peso Peso
molecular 372,39192 g/mol molecular 407,467 g/mol
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Masa
Masa exacta 372,042298 g/mol exacta 407,467000 g/mol
(M-H)- 372 (M-H)- 406
soluble
Soluble en agua, metanol en metanol, agua
Glucoerucin Glucobrasicina
C12H23NOgS3 C16H20N209S2
CAS 21973-56-8 Alifatico CAS 4356-52-9 Indolico
Peso Peso
molecular 421,50732 g/mol molecular 448,46800 g/mol
Masa
Masa exacta 421,053494 g/mol exacta 448,061022 g/mol
(M-H)- 420 (M-H)- 447
soluble
soluble en agua, metanol en metanol, agua
indol - 3- carbonil y ion
Producto de hidrolisis tiocianato
Glucoberteroin Gluconasturtin
C13H24NO9oS3s C15H21NO9S2
CAS 29611-01-6 Alifatico CAS 18425-76-8 Aromatico
Peso Peso
molecular 434,52596 g/mol molecular 423,45854 g/mol
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Masa exacta
(M-H)-

Soluble en

434,061319 g/mol
434

agua, metanol

Masa

exacta 423,065773 g/mol
(M-H)- 422

Soluble

en agua, metanol
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Compuestos fendlicos

El brocoli es considerado como un alimento buena fuente de compuestos que
promueven la salud, autores como Ares et al. (2013, 78) reportan que cerca del 28% de
los compuestos estudiados del brécoli que reportan beneficios a la salud de los seres
humanos son compuestos fenolicos. En la actualidad, estos compuestos son de gran
interés debido a su potencial como compuestos antioxidantes que sirven para prevenir
ciertos tipos de cancer y enfermedades del corazén (Cartea, Francisco, Soengas, &

Velasco, 2011, 251)

Se han reportado mas de 4000 compuestos divididos en 12 subclases que
pertenecen a esta clase de compuestos naturales (Ares et al., 2013, 82). En las plantas,
estos compuestos tienen actividad antioxidante en el sistema de defensa y
adicionalmente sirven de apoyo al sistema de desintoxicacion dependiente de ascorbato
(Sakihama, Cohen, Grace, & Yamasaki, 2002, 68). Diversas investigaciones han
demostrado que muchos constituyentes polifendlicos dietéticos derivados de plantas son
los antioxidantes mas eficaces in vitro que las vitaminas E o C, y por lo tanto pueden
contribuir significativamente a efectos protectores in vivo (Rice-Evans, Miller, & Paganga,
1997, 152). Estos compuestos pueden ser simples, de bajo peso molecular, arométicos
o anillos individuales de taninos grandes complejos (Ares et al., 2013, 82). Dependiendo
de su estructura se pueden clasificar en fenoles simples, acidos fendlicos, derivados del

acido hidroxicinamico y flavonoides. (Fratianni & Cardinale, 2014, 1).

Los brotes de brocoli son reconocidos como una fuente rica de compuestos
biologicamente activos, entre estos podemos encontrar flavonoides y acidos fenolicos

tales como galico, ferulico clorogénico, benzoico, sinapinico, acidos salicilico, quercetina



31

y Kaempferol (Gawlik-Dziki et al., 2012, 469). Gracias a la actividad de los compuestos
fenolicos es que algunos autores relacionan el brécoli con un efecto anticancerigeno en

la prevencion del cancer de prostata. (Appendino & Bardelli, 2010, 1).

Investigaciones previas han evaluado el contenido de los compuestos fenolicos
presentes en el brocoli (cuantificado como equivalentes de acido galico) alcanzando un
valor de 4,23 mg / g de peso fresco para brotes de brécoli (Gawlik-Dziki et al., 2012, 471).
En la figura 5 se muestra el contenido de compuestos fenolicos presentes en brotes de
brécoli reportado por Gawlik-Dziki et al. (2012, 471). La concentracion de estos
compuestos depende de diversos factores ambientales y los tratamientos poscosecha

gue se empleen en el brocoli (Shiva & Jung-Ho, 2014, 1).

Figura 5. Contenido de compuestos fenolicos presentes en brotes de brocoli

reportado por Gawlik-Dziki et al. (2012, 1) posterior a la extraccion con metanol.
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Por otro lado, los flavonoides son una familia que forma parte de los compuestos

fenolicos. En el brocoli estos también estan presentes, la quercetina y Kaempferol son
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los mas predominantes (Ares et al., 2013, 82). La estructura quimica de estos

compuestos se presenta en la figura 6.

Figura 6. Estructura quimica de la quercetina y el kaempferol. Adaptado de (Cartea

et al., 2011, 254)
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Extraccion asistida por Ultrasonido

El ultrasonido es una técnica que se emplea de manera comercial desde 1917;
desde entonces, el tema se ha desarrollado y expandido a un gran ndmero de
aplicaciones (Azuola & Vargas, 2007, 31). Esta tecnologia es ampliamente utilizada en
la industria alimentaria ya que puede ser empleada en procesos de limpieza,
desinfeccion, mezclado, emulsificacion, impregnacion, filtracion, congelacion,
cristalizacion, precipitacion, deshidratacion y extraccion. Como técnica de extraccion es

una herramienta eficaz para la quimica basada en plantas (Chemat et al., 2016, 1), sin
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embargo, cuando se emplea ultrasonido para un proceso de extraccion, esta no es
selectiva puesto que la polaridad del solvente empleado es determinante para obtener
en el medio las sustancias que son accesibles a él, a modo de ejemplo cuando se emplea
agua como solvente para un proceso de extraccion asistida por ultrasonido, en el extracto
final se van a encontrar todas las sustancias de naturaleza polar, sustancias que tienen

afinidad con el agua y son solubles en ella.

Las ondas de ultrasonido son aquellas que superan el limite de percepcion del
oido humano, o sea aquellas que estan sobre los 20 kHz. (Kadam, Tiwari, Alvarez, &
Donnell, 2015, 60) No obstante, el ultrasonido puede caracterizarse segun la potencia y
frecuencia, es decir, baja frecuencia / alta potencia (<16-100 kHz y potencia de 10 a
1000 W cm -2) y alta frecuencia / baja potencia (100 kHz a 10 MHz y potencia <1 W cm

-2 ) (Soria & Villamiel, 2010, 324).

El ultrasonido de baja potencia se utiliza principalmente en diagndsticos
meédicos, mientras que el ultrasonido de alta potencia se utiliza para inducir
cambios fisicos y quimicos en las matrices biolégicas debido a efectos
mecanicos, cavitarios y térmicos, implosion de burbujas cavitacionales,
formacion de micro-chorros, micro-turbulencia, colisiones inter-particulas
de alta velocidad y perturbacion en particulas microporosas (Kadam et al.,

2015, 63).

Sin embargo, el tratamiento con ultrasonido de alta potencia durante largos
periodos de tiempo puede generar condiciones de alta presion y temperatura (Kadam et
al., 2015, 63) que podrian afectar la estabilidad de los compuestos de interés, Pongmalai,

Devahastin, Chiewchan, & Soponronnarit. (2016, 1) reportaron que el contenido de
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vitamina ¢ en un extracto obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido
disminuye luego de 15 minutos de sonicacién y esta disminucion es mayor cuando el

tanque sonicador alcanza una temperatura cercana a los 63°C.

No obstante, la extraccion mediada por ultrasonido es considerada como una
tecnologia nueva, robusta, verde y adecuada cuando se desea realizar un escalado para
el proceso de extraccion (Kadam et al., 2015, 60). Adicionalmente, se ha demostrado
gue es una tecnologia de un costo inferior a otras empleadas para diversos procesos de

extracciéon como la extraccién por fluidos supercriticos.

El ultrasonido ha recibido mucha atencion debido a su capacidad de modificar la
estructura de la planta a través de la cavitacion acustica (Pongmalai et al., 2016, 4)
logrando asi la ruptura de la membrana celular y liberacion de los compuestos a extraer,
los mecanismos que emplea el ultrasonido para la generacion de la cavitacion de
burbujas se presentan en la figura 7, esta cavitacién es responsable del colapso de la

burbuja (Donnell, Tiwari, Bourke, & Cullen, 2010, 359).

Figura 7. Mecanismo del fendmeno de cavitacion de burbujas, tomada de (Kadam

et al., 2015, 61)
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La clasificacion de la extraccion asistida por ultrasonido como una tecnologia
verde ha desencadenado un nivel alto de interés por parte de la industria de alimentos
para diversos usos como se evidencian en la tabla 4. Las aplicaciones del ultrasonido
estan basadas en tres métodos diferentes aplicacion directa en al producto, acoplamiento

con el dispositivo e inmersion en un bafio ultrasénico (Chemat & Khan, 2011, 814)



36

Tabla 4. Aplicaciones del ultrasonido para el procesamiento de alimentos, tomada de (Chemat & Khan, 2011, 814)

Aplicaciones Métodos convencionales Principio del  Ventajas Productos
ultrasonido
Cocina | Estufa Fria Bafio de agua Transferencia Menos Verduras de Carne
uniforme de tiempo Mejorando la
calor transferencia de calor
y la calidad
organoléptica
Congelacion / | Congelador Congelacion por  Transferencia Menos Carne Verduras Frutas Pro
cristalizacion | inmersién, por contacto uniforme de tiempo Pequerios ductos lacteos
calor cristales Mejora de la
difusion

Disminucion rapida de
la temperatura

El secado | Atomizacién Caudal de gas Transferencia Menos tiempo Mejora  Productos deshidratados
caliente Congelacion Pulveriz  uniforme de de la calidad (frutas, verduras)
acion calor organoléptica Mejora
de la transferencia de
calor
Decapado / | Salmuera Aumento de la Menos tiempo Mejora  Hortalizas Carne Queso
marinado transferencia  de la calidad de Pescado
de masa organoléptica Estabilid
ad del producto
Desgasificacio | Tratamiento mecanico Fenomeno de Menos Chocolate Productos
n compresién- tiempo Mejorando la fermentados (Cerveza...)
rarefaccion higiene
Filtracion | Filtros (membranas Vibraciones Menos Liquidos (jugos, ...)
semipermeables) tiempo Mejorando la
filtracion

Desmoldeo Vibraciones




Antiespumante

Emulsificacion

Oxidacioén

Corte

Moldes de lubricacién Moldes
de teflbn Moldes de silicona

Tratamiento térmico
Tratamiento quimico
Tratamiento eléctrico
Tratamiento mecanico

Tratamiento mecanico

Contacto con el aire

Cuchillos

Fenémeno de
cavitacion

Fenémeno de
cavitacion

Fendmeno de
cavitacion
Fendmeno de
cavitacion

Menos

tiempo Reduccién de
pérdidas de productos
Menos

tiempo Mejorando la
higiene

Menos

tiempo Estabilidad de
la emulsion

Menos tiempo

Menos

tiempo Reduccién de
pérdidas de productos
Corte preciso y
repetitivo

Productos cocinados
(pastel, ...)

Bebidas
carbonatadas Productos
fermentados (Cerveza, ...)

Emulsiones (ketchup,
mayonesa, ...)

Alcoholes (vino,
whisky, ...)

Productos fragiles (pastel,
queso, ...)
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Secado por aspersion.

Actualmente el secado por aspersion es una de las técnicas con mayor aplicacion
en la industria de alimentos para la obtencion de alimentos deshidratados y lograr

aumentar la vida util de los mismos.

El proceso de secado por aspersion implica principalmente los siguientes pasos:

1. Preparacion de alimentacion (generalmente concentracion de un jugo y adicion

de los materiales vehiculo a emplear)

2. Generacion de las condiciones 6ptimas para la evaporacion del agua presente

en la emulsion y alimentacion de la misma.

3. Contacto de la emulsion en gotas con el aire caliente

4. Secado de las gotas atomizadas, la evaporacion del agua tiene lugar en dos

etapas. En la primera se produce la evaporacion a velocidad constante en la

superficie de la gota y en segunda instancia como no se tiene suficiente

humedad en la superficie de la gota la evaporacion del agua restante

dependera de la difusion de la humedad a través de la cascara formada que

cada vez va aumentando en espesor.

5. Finalmente se produce la separacion de las particulas obtenidas y el aire

caliente por medio de un ciclén y filtros que permiten la precipitacion de las

particulas en un recipiente colector. (Verma & Singh, 2015, 4)
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En la actualidad, existen diversos procesos quimicos que permiten la
encapsulacion de compuestos para la industria de alimentos entre estos encontramos
coacervacion, co — cristalizacion, gelificacion interna, gelificacion idnica, atrapamiento en
liposomas e inclusion molecular. También existen procesos mecanicos como el secado
por aspersion, aspersion por enfriamiento o congelamiento, y extrusion (Adolfo &

Huertas, 2011, 1)

El secado por aspersion o pulverizacién (figura 8) es una técnica que durante
décadas se ha empleado para encapsular ingredientes alimentarios como aromas,
lipidos y carotenoides; (Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley, & Saurel, 2007, 1), es
gracias a esto que en la actualidad la industria de alimentos posee ingredientes que hace
algunos afios se consideraban inviables debido a la inestabilidad que poseen a
condiciones medio ambientales como lo son la humedad, la temperatura, la luz y la

humedad.

Figura 8. Diagrama esquematico de un proceso de encapsulacion mediante
secado por aspersion e imagen de un Mini Spray Dryer B-290 (BUCHI). Imagen adaptada
de Chéavarri, Maria. Villaran, Maria Carmen. Marafion, Izaskun. (2017). Encapsulation

Technology to Protect Probiotic Bacteria. Recuperado de url
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https://www.intechopen.com/books/probiotics/encapsulation-technology-to-protect-

probiotic-bacteria#article-front
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La microencapsulacion es definida como un proceso en el cual pequefas
particulas o gotas de liquido son rodeadas por un recubrimiento, la matriz que recubre
es conocida como pared y el material interno es denominado ndcleo, el cual puede estar

formado por uno o varios componentes. (Saavedra Hortua, 2015, 30)

Durante la elaboracién de ingredientes funcionales, esta técnica se emplea para
proteger condiciones de procesamiento severas durante la produccién, mejorar la calidad

mediante la inhibicién del crecimiento microbiano y favorecer la calidad sensorial
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mediante el enmascaramiento de sabores desagradables como el amargo de los

polifenoles (Zhu, 2017, 543).

La mayoria de las microcapsulas formadas mediante secado por aspersion
poseen formas regulares como esferas con diametros comprendidos entre unos pocos
micrometros y unos pocos milimetros, (Gharsallaoui et al., 2007, 1108) sin embargo,
como técnica no garantiza la formacién de esferas perfectas y se pueden presentar otras

formas irregulares como se muestra en la figura 9.

Figura 9. Morfologia de diferentes tipos de micro capsulas. (Gharsallaoui et al.,

2007, 1108)

Simple Irregular

Multi nucleo Multi pared

Matriz
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Es importante determinar la morfologia de las microparticulas obtenidas ya que

estas pueden influir en propiedades fisicas del material obtenido como lo son la

solubilidad y humectabilidad (Cano-Chauca, Stringheta, Ramos, & Cal-Vidal, 2005, 427).

La formacion de una superficie dura durante el secado en la particula logra impedir que

moléculas de agua se difundan a través de la misma al momento de solubilizar y/o

humectar.

Agentes encapsulantes.

Diversos materiales han sido estudiados y empleados como agentes

encapsulantes que brindan proteccion a los compuestos de interés, entre ellos se

destacan el almidén (Zhu, 2017, 543) maltodextrina (Quek, Chok, & Swedlund, 2007,

386) (Wu, Zou, Mao, Huang, & Liu, 2014, 497) (Lépez H., Marquez C., Mayo A., Toledo

S., & Pérez S., 2009, 628) proteinas (Lia et al., 2015, 302) (Tontul & Topuz, 2017, 92)

goma arabiga (Lia et al., 2015, 302) (Garcia-saldafia et al., 2016, 95) gelatina (Garcia-

saldafia et al., 2016, 94).

Goma arabiga.

La goma arabiga (GomA, E424) es un exudado gomoso seco comestible obtenido

del tronco y las ramas de Acacia Senegal y Acacia Seyal, este exudado es rico en fibras

solubles de baja viscosidad (Sanchez et al., 2017, 2). Esta goma se logra disolver
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facilmente en agua fria o caliente hasta concentraciones aproximadamente 50 — 55 %
pero es insoluble en alcohol (Verbeken, Dierckx, & Dewettinck, 2003, 11), no obstante,
aunque no es soluble en alcohol logra disolverse cuando se mezcla con soluciones de
alcohol inferiores al 50%, cuando esta concentracion se excede la GomA se precipita
(Sanchez et al., 2017, 3). En la actualidad, su uso en la industria de alimentos se ve
limitado debido al alto costo que posee en el mercado, sin embargo, esta goma goza de
grandes propiedades que la hacen idénea para la microencapsulacion de ingredientes
funcionales, una combinacién de esta goma con gelatina se ha reportado en la literatura
para la encapsulacion de brocoli por coacervacion (Sanchez, Garcia, Calvo, Bernalte, &
Gonzalez-Gomez, 2016, 244) y de sulforafano mediante el secado por aspersion.

(Garcia-saldafia et al., 2016, 95)

Gelatina

Ampliamente usada en el secado por aspersion debido a sus buenas propiedades
de emulsificacion, formacién de pelicula y solubilidad en agua, (Shu, Yu, Zhao, & Liu,
2006, 665) esta proteina es considerablemente empleada como agente formador de
pared en busca de proteger ingredientes funcionales en la industria de alimento y
farmacia permitiendo una liberacion controlada en el intestino y sangre ya que puede

mantener la concentracion del farmaco en sangre o entregar el farmaco directamente a
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las células u organos especificos (Chen et al.,, 2017, 493) en general la gelatina
representa una buena fuente de materia prima para la obtencién de microparticulas
puesto que brinda la posibilidad de sustituir otros de caracter sintetico y dar paso al uso
de proteinas naturales, adicionalmente, su costo no es tan elevado comparado con las

gomas.

Maltodextrina
Las maltodextrinas de diferentes equivalente de dextrosa (DE) se usan

comunmente como material de la pared por su alta solubilidad en agua, de baja
viscosidad, bajo contenido de azucar y sus soluciones son incoloras (Robert et al., 2010,
1388); este agente encapsulante es de amplio uso en la industria debido a su bajo costo
en el mercado, ademas, Yousefi et al. (2015, 467) mencionan que el uso de
maltodextrina se aplica predominantemente cuando se desean obtener emulsiones con
un alto porcentaje de soélidos sin efectuar un aumento significativo en la viscosidad, lo
cual va a generar una alta solubilidad y humectabilidad del producto seco cuando el
secado se realiza por aspersion. (Yousefi, Emam-djomeh, Mousavi, Kobarfard, &

Zbicinski, 2015, 467)
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Metodologia

Reactivos:

Se emplearon reactivos como Hexano, diclorometano, cloroformo y acetona
(grado reactivo, Merck, Darmstadt, Alemania), acetona, y metanol, (grado HPLC, Merck,
Darmstadt, Alemania), RMCD: B ciclo dextrina metilada, AAPH: 2,2'-azobis (2-
amidinopropano) dihidrocloruro, Trolox: acido-6- hidroxi-2,5,7,8— terametilcroman-2-
carboxilico y asolecitina de soya (Sigma — Aldrich Co., St. Louis, Estados Unidos),
Biodes-ULTRA empleado como desinfectante se obtuvo de Industrias Cory Medellin,
Colombia, Estandar de glucorafanina sal de potasio se obtuvo de ChromaDex (Irvine,

EE.UU)

Identificacion de zonas de produccién de excedentes y recoleccion de la materia
prima:

La materia prima de brocoli se recolectdé en el Municipio de San Pedro de los
Milagros, Antioquia; en la Finca San Esteban (Agrosan), lugar donde se tomaron
inflorescencias y hojas de brocoli para realizar la caracterizacidon microbioldgica,

bromatolégica y de los compuestos de interés (compuestos fendlicos totales y

glucorafaina).

Lavado y desinfeccion del material vegetal:

Las muestras tomadas directamente desde el cultivo se llevaron al laboratorio
donde fueron lavadas con abundante agua y se desinfectaron mediante la inmersion

durante 15 minutos en una solucion de BioDes Ultra, (Extractos citricos al 16%) solucién
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que se preparé de acuerdo a las recomendaciones del fabricante mostradas en la tabla
5; inflorescencias y hojas se lavaron y desinfectaron por separado. Los utensilios y
equipos también se desinfectaron de acuerdo a las recomendaciones del fabricante

mostradas en la tabla 5.

Tabla 5. Recomendaciones del fabricante de BioDes Ultra.

Area Dilucion / PPM Tiempo de contacto
Superficies en general/ | 3 ml/ ajustando 1 L de No enjuagar
ambientes agua /480 PPM
Hortalizas, tuberculosy | 10 — 15 mL/ ajustando 1 15 minutos
frutas porosas L de agua/ 1600 —
2400 PPM

Proceso de secado

Posterior al proceso de limpieza y desinfeccion, las muestras de brocoli fueron
ubicadas en un secador de lecho fluidizado (modelo 0193, serie 002 ACTUM, Rionegro,
Antioquia- Colombia). Durante el proceso de secado la temperatura se fij6 en 50 °C y la
humedad final fue de 9,4% medida por termo gravimetria mediante un analizador
halégeno de humedad (Modelo HB43-S, Mettler Toledo International Inc.). Con el fin de
obtener un tamafio de particula pequefio y homogéneo, el producto seco se proceso en
una licuadora Clasica (OSTER SKU: 004655-013-000), el polvo resultante fue tamizado
en tres mallas diferentes (ASTME-11) nimero 20, 30 y 40 con aberturas de 0.850 um,
0.600 um, 0.425 um respectivamente, buscando obtener un tamafo inferior a 0.425 um
el material que no pasara la malla 30 era molido de nuevo y posteriormente tamizado. El

polvo obtenido se almacend en una bolsa con cierre hermético al interior de un empaque
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negro para evitar el contacto con la luz, estas bolsas se almacenaron en un cuarto con

40% de humedad relativa.

Caracterizacion microbioldgica

Previo al proceso de limpieza y desinfeccion del material vegetal, desde el campo
se tomaron muestras en bolsas estériles para realizar la caracterizacion microbiologica;
esta caracterizacion se llevo a cabo siguiendo protocolos del laboratorio de microbiologia
de la Corporacion Universitaria Lasallista, dichos protocolos estan basados en los

métodos AOAC mostrados en la tabla 6.
Tabla 6. Métodos empleados para la caracterizacion microbioldgica del brécoli.

Analisis Referencia

Coliformes y E. coli en alimentos. capitulo 17 edicién | Método No 996.02 de la AOAC
18, 2005

Recuento Mesofilos y aislamiento de Salmonella Método No 74.1991 de la AOAC

Una vez concluido el proceso de secado y tamizado también se realizé una nueva
caracterizacion microbiologica con el fin de evaluar la efectividad del proceso de

desinfeccion.

Caracterizacion bromatoldgica

Posterior al proceso de secado se realizé la caracterizacion bromatologica de

hojas e inflorescencias por separado, el procedimiento realizado en el laboratorio
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obedece a guias del laboratorio de Quimica de la Corporacion Universitaria Lasallista y

estas a su vez corresponden a los siguientes métodos AOAC

Tabla 7. Métodos AOAC empleados para la caracterizacion bromatolédgica del

brocoli.
Parametro Método
Extracto etéreo (%) Método No 989.05 de la AOAC
Proteina (%) Método No 954.01 de la AOAC
Cenizas (%) Método No 942.05 de la AOAC
Fibra cruda (%) Método No 993.21 de la AOAC

Porcentaje de humedad

El contenido de humedad se determind por termogravimetria mediante un
analizador halégeno de humedad (Modelo HB43-S, Mettler Toledo International Inc.).
Alrededor de un gramo de muestra fue utilizado para cada medicion, las cuales se

realizaron por triplicado.

Determinacion de la capacidad antioxidante (ORAC)

La capacidad antioxidante de las muestras de brdcoli y los extractos obtenidos fue
analizada por el método Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) por sus siglas en
inglés reportado por (Alvarez et al., 2012, 775); por medio de este se mide la pérdida en
la disminucién de la fluoresceina ocasionada por el AAPH como fuente de radicales
peroxilos (ROO"), esta disminucién varia gracias a la accién de los antioxidantes

presentes en la muestra quienes se encargan de brindar proteccion a la fluoresceina del
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dafio oxidativo. La intensidad de la fluoresceina se determind en un lector de placas
Synergy HT (Biotek Instruments Inc, USA) La curva de calibracion se realizé6 empleando
Trolox en concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200 puM, en buffer fosfato pH 7,4

10Mm.

Para el analisis se aprovechod el extracto hidrofilico empleando diluciones (1:50;
1:100; 1:125) en buffer fosfato segun el caso de cada una de las muestras permitiendo
gue los datos obtenidos ingresaran en la curva de calibracion. En una microplaca de 96
pozos (Costar, USA) fueron adicionados en cada pozo y en estricto orden 150uL de
fluoresceina, 25uL de dilucién respectiva de trolox (5, 10, 25, 50, 100, 150, 200 uM) y 25
puL de muestra; el plato se pre incub6 por 30 minutos a 37 °C, después se adicioné a
cada pozo la solucibn de AAPH y se midio la intensidad de fluorescencia cada dos
minutos durante 120 minutos, con una onda de emisién de 485nm y excitacién 520 nm,
los resultados obtenidos se reportaron como micro moles equivalentes de Trolox por
cada gramo de extracto (umol TE/ g extracto). Todas las mediciones se realizaron por

triplicado.

Contenido total de compuestos fendlicos:

El contenido total de compuestos fendlicos fue definido por el método Folin-
Ciocalteau, una técnica aceptada en el ambito internacional por la AOAC 1997; el
principio del método se fundamenta en la reduccién de los &cidos fosfomolibdico y
fosfotungtico hasta un complejo elemental de molibdeno y tungsteno por accion de los
compuestos fendlicos presentes en la muestra. Esto fue monitoreado en un
espectrofotometro lector de placas Synergy HT (Biotek Instruments Inc, USA). Para la

curva de calibracion se emple6 acido galico (GAE) en concentraciones 10, 20, 40, 60,



50

80, 100 pg/mL en agua destilada. Como muestras de analisis se emplearon diluciones 1:
10 en agua destilada de los diferentes extractos obtenidos. En una microplaca de 96
pozos (Costar, USA) fueron adicionados en cada pozo y en estricto orden 225uL de agua
destilada, 30 pL de la dilucién respectiva de estandar, 30 uL de muestra, 30 pL de
solucién de Na2COs y 15 pL de reactivo de folin 2N; el plato se guardo en la oscuridad
durante 60 minutos y posteriormente se midi6 la absorbancia a 760nm, las mediciones
se realizaron por triplicado y los resultados obtenidos se expresaron como equivalentes

de &cido gélico GAE (mg/qg).
Contenido de glucorafanina:

Para la determinacién del contenido de glucorafanina se utiliz6 el método
propuesto por (Baenas, Moreno, & Garcia-Viguera, 2012, 11410) con algunas
modificaciones; este método fue empleado para realizar una extraccion inicial que
permiti6 determinar el contenido de este glucosinolato en inflorescencias y hojas de
brécoli. 100mg de muestra seca se mezclaron con 1.5 mL de metanol 700 g L'y se
llevaron a un bafio maria (Memmert GmbH + Co. KG, Alemania) a 70°C durante 30
minutos con agitacion en vortex (Fisher pulse vortex mixer Modelo 945420, USA), cada
5 minutos durante 30 segundos a 3000 rpm para su posterior centrifugacion en una
centrifuga (Consul 21 R, Orto Alresa, México), durante 30 minutos a 4°C y 4000 rpm,
después de esto se separ0 el sobrenadante y el solvente se evaporé en un
rotoevaporador (R114 Buchi, Alemania), con un bafio de agua (B-840, Buchi, Alemania),
y con una bomba de vacio (R300, Boeco, Alemania), a 50 MPa, el material seco fue
reconstituido en Agua — acetonitrilo (95:5) y pasado por un filtro de 0.22um (Filter Bio

PTEF Syringe filter diametro 13 mm) previo a la cuantificacion por cromatografia.
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Cromatografia liquida de alta resolucion (UPLC)

Se dispuso de cromatografia liquida de alta resolucién para la identificacion y
cuantificacion de glucorafanina en la matriz vegetal de estudio, este analisis se llevd a
cabo en un cromatoégrafo liquido UPLC marca XEVO® (Waters, Miilford, MA, EE.UU)
acoplado a un espectro de masas con analizador triple cuadrupolo (TQD) y con una
interface electro — Spray (ESI). El procedimiento fue similar al empleado en estudios
previos de (Ares, Bernal, Nozal, Turner, & Plaza, 2015) con algunas modificaciones. La
columna empleada fue (ACQUITY UPLC® CHS™ C18 1.7 uM) C18 (2.1 x 100 mm x 1.7
um), la fase movil empleada consistié en una mezcla de (A) &cido férmico en agua (0.5%
v/v) y (B) acetonitrilo, aplicado en un flujo de 0.3mL/min. El volumen de inyeccion de la
muestra se fij6 en 3uL y la temperatura de la columna se fijé en 50 °C con un corrido
isocratico de 5 minutos con proporciones 95:5; las condiciones del estudio de MRM se
definieron en ion presursor 436,0299 (M/Z), ion producto 1. 96,1702 (M/Z), ion producto
2. 177,9223 (M/Z), ion producto 3. 371,9523 (M/Z), voltaje del cono 100V, energia de
colision 24, 26 y 20V, las condiciones del espectro se fijaron en voltaje del capilar 2KV,
voltaje del cono 51V, temperatura de desolvatacion 200C, flujo del gas 650 L/hora, cono

0 L/H y temperatura de la fuente 150C.

Seleccion del solvente de extraccion:

Se llevé a cabo la extraccion de glucorafanina empleando como solvente
diferentes proporciones de etanol y agua a diferentes pH definidas por dos disefios
experimentales diferentes; cabe aclarar que todos los experimentos se realizaron de

forma aleatoria en el orden entregado por el software Desing — Expert Version 6.0.1 y



52

Statgraphics Centurion 16.103. El plan experimental para diferentes proporciones de

etanol — agua se presenta en la tabla 8.

Tabla 8. Proporciones de etanol — agua empleados para la extraccion de

Glucorafanina brindadas por el software Desing — Expert Version 6.0.1

Mezcla Proporcién etanol — agua
1 0:1

2 1:0

3 0.5:05

4 0.25:0.75

5 0.75:0.25

6 0:1

7 1:0

8 05:05

9 0:1

También se evalu6 el efecto del agua a diferentes pH sobre la extraccién de
Glucorafanina, para esto se emple6 un disefio unifactorial con tres factores por medio

del software Statgraphics Centurion 16.103.

Proceso de extraccion:

Durante el desarrollo de esta investigacion se emple6 el software Statgraphics
Centurion 16.103 para generar y analizar un disefio experimental con superficie
respuesta Box — Behnken que se presenta en la tabla 9. Con el cual se definieron las
condiciones de operacion del equipo de ultrasonido SB-300DTY (Serie DYT, Scientz,

Ningbo — China) con el fin de establecer las condiciones ideales que permitieran obtener
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extractos ricos en los compuestos de interés; las variables independientes potencia (120,
210, 300 W) y frecuencia (25, 40, 59 kHz) se definieron debido a las especificaciones
técnicas del equipo, ya que este solo opera en dichas condiciones que son fijas y
establecidas desde fabrica y no permiten alteracion o modificacion alguna. Para precisar
el tiempo de extraccion (5, 17 y 30 minutos) se utilizé el médximo de 30 minutos, tiempo
que tarda una extraccion de glucosinolatos como la empleada por (Francisco et al., 2009)

las variables respuesta de este disefio son:

o ORAC (umol TE/g)
o Polifenoles totales (mg GAE/Q)

o Contenido de glucorafanina (mg de GRA/100g de material seco)

Tabla 9. Plan experimental para la optimizacion del proceso de extraccion

mediante un tanque sonicador.

Muestra Potencia Frecuencia Tiempo
(w) (kHz) (minutos)
1 210 40 17
2 210 25 30
3 210 25 5
4 121 40
5 210 59 30
6 300 59 17
7 121 40 30
8 121 25 17
9 300 40 30
10 210 40 17




11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

210
121
210
300
300
210
210
210
121
210
300
121
121
300
210
210
121
210
300
300

Microencapsulacion de los extractos:

40
59
59
25
40
40
25
25
40
59
59
40
25
40
40
40
59
59
25
40

17
17

17

17
30

30
17
30
17
30
17
17
17

17
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Las condiciones empleadas para el proceso de secado por aspersion de los tres

extractos obtenidos fueron similares a las reportadas por Wu et al. (2014, 498) Tian et

al. (2015, 6). Para el desarrollo de la emulsion se emplearon agentes encapsulantes

como la goma arabiga (GomA) y gelatina (Gel) que previamente habian sido reportados

por autores como Sanchez et al. (2016, 245) Garcia-saldafa et al. (2016, 95) Wu et al.
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(2014, 498), Adicionalmente, se agregé maltodextrina a la emulsién debido a que este
agente encapsulante es de amplio uso en la industria gracias a su bajo costo en el
mercado y a su capacidad para aumentar la cantidad de solidos presentes sin
representar un aumento significativo en la viscosidad, lo cual va a generar una alta
solubilidad y humectabilidad del producto seco. (Yousefi, Emam-djomeh, Mousauvi,
Kobarfard, & Zbicinski, 2015, 467) El secado de los extractos se realizd en un equipo de

secado en escala laboratorio (BUCHI Mini Spray Dryer B 290).

Para definir la mezcla ideal de estos tres componentes (GomA, Maldx y Gel) se
realizo el disefio de mezclas que se presenta en la tabla 10 obtenido por medio de
software Desing — Expert Version 6.0.1 teniendo como variable respuesta la viscosidad
de la emulsion previa al proceso de secado medida mediante un viscosimetro rotacional

(Viscobasic Plus, Espafia).

Tabla 10. Disefio de mezclas para la seleccion de una emulsion 6ptima.

Emulsion Materiales Porcentaje
E1l GomA 1
E2 Gel : GomA 0.25:0.75
E3 Maldx 1
E4 Maldx 1
ES5 Gel : Maldx 0.50:0.50
E6 GomA 1
E7 Gel : GomA 0.50:0.50
ES8 Gel : Maldx 0.25:0.75
EQ Gel : GomA : Maldx 0.38:0.31:0.31
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E10 Gel : Maldx 0.50:0.50
E1l1 Gel : GomA : Maldx 0.25:0.56:0.19
E 12 GomA : Maldx 0.50:0.50
E 13 GomA : Maldx 0.50:0.50
E 14 Gel : GomA : Maldx 0.13:0.19:0.69

Todas las emulsiones se realizaron de forma aleatoria en el orden entregado por
el software; cada uno de los agentes encapsulantes se disolvié por separado en agua
des ionizada y de la formulacion a 50 °C. La goma ardbiga se dejo hidratar durante una
hora previa a la mezcla con los demas componentes de la emulsion, el extracto se agrego
gota a gota cuando todos los agentes encapsulantes se encontraban disueltos y
mezclados. Cada una de las emulsiones se sometié durante 5 minutos a 6000 rpm en un

(Ultra Turrax T 50 Basic IKA WERKE,USA) evitando que esta sobrepasara los 50°C.

Finalmente, el andlisis de los datos mediante el software Desing — Expert Version
6.0.1 permiti6 establecer las proporciones 6ptimas de cada uno de los agentes
encapsulantes que se utilizaron para realizar una emulsion que se secé por medio del
secador por aspersion, con un flujo de alimentacion de 2 mL, un porcentaje de aspiracion
del 75%, temperatura de entrada del aire de 180 £ 5 °C y salida de 80 £ 5 °C. Durante
todo el proceso la emulsion se protegié de la luz cubriendo el recipiente que la contenia
con papel aluminio y se mantuvo con agitacion magnética constante a una temperatura

de 50°C para evitar su gelificacion.

El producto obtenido se almacend en bolsas de cierre hermético al interior de un
empaque metalizado en un desecador con una humedad relativa del 19% y una

temperatura de 25°C hasta su analisis.
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Caracterizacion

El polvo obtenido se caracterizdé por medio de la valoracion del rendimiento del
proceso de secado, la eficiencia de encapsulacion, la actividad acuosa, el porcentaje de
humedad, el tamafio de particula y el potencial z. Dichos analisis se definen a

continuacion.

Rendimiento del proceso de secado

El rendimiento obtenido durante el proceso de secado se determin6 por medio

de la siguiente ecuacion 1
Ecuacion 1. Rendimiento del proceso de secado por aspersion

o Producto obtenido en el secado (g)
% Rendimiento = * 100
Agentes encapsulantes (g) + Extracto (g)

Eficiencia de encapsulacién

Para determinar la eficiencia de encapsulacién se tomaron 50 mg de cada una de
las formulaciones desarrolladas a partir de la emulsion optima (ver apartado de
resultados) (F1: extracto ORAC, F2: Extracto compuestos fendlicos, F3: extracto GRA)
se adicionaron 750uL de metanol frio (4°C) y se aplicé agitacion mecanica durante 1
minuto a 3000 rpm en un vortex (Fisher Scientific, Estados Unidos), posteriormente la
muestra se centrifugd a 8000 rpm durante 30 minutos a 4°C; se separo el sobrenadante
(compuestos “libres” o no encapsulados) el precipitado resultante se sometié a una
corriente de nitrdgeno en vacio para evaporar residuos de metanol, posterior a esto se

adicion6 1 mL de agua ultrapura y se aplicé agitacion mecanica a 3000 rpm durante 2
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minutos seguido de sonicacidon durante 3 minutos a 25 kHz, 120 W y 25°C en un
ultrasonido SB-300DTY (Serie DYT, Scientz, Ningbo — China) después la muestra se
centrifugé a 8000 rpm durante 20 minutos, se separd el sobrenadante y se filtrd por
medio de un filtro de nylon de 0,45um, a partir del liquido obtenido se realizaron las

diluciones pertinentes para cada uno de los andlisis necesarios.

Actividad acuosa (aw)

Para determinar la actividad acuosa se empleé un AqualLab Serie 3 (Decagon
Devices, Inc., Pullman, Estados Unidos), este equipo emplea un sensor de punto de rocio
mediante la técnica del espejo enfriado y medicidn infrarroja de la temperatura de la
muestra se determina el valor de Aw; para esto, se emplearon aproximadamente 2g de

muestra y todas las mediciones se realizaron por triplicado.

Humedad

El contenido de humedad de cada una de las muestras se determind por
termogavimetria mediante un analizador halégeno de humedad (Modelo HB43 — S.
Mettler Toledo International Inc.). Para esto se empled el método de Bustos-Garza,
Yafiez-Fernandez, & Barragan-Huerta, (2013, 642). El analizador fue calentado con
antelacion, en él se dispuso de aproximadamente 1g de la muestra sobre un plato de
aluminio previamente tarado para iniciar la medicion de la humedad. Todas las

mediciones se realizaron por triplicado para cada una de las muestras.
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Tamafo de particula

Se tomaron aproximadamente 10mg de muestra y se disolvieron en 1 mL de
etilenglicol, luego se sometio a agitacion mecanica a 3000 rpm durante 1 minuto en un
vortex, (Fisher pulse vortex mixer Modelo 945420, USA) posteriormente, se adiciono la
solucion a la celda del analizador de particula zeta/nano NanoPlus 3 (Micromeritics®,
Estados Unidos), con el método de dispersion de luz dinamica. En las condiciones
empleadas para la determinacion del tamafio se emple6 etilenglicol como diluyente con
un indice de refraccion 1,4318. Se realizaron tres repeticiones cada una con toma de 30

datos, los cuales fueron promediados

Potencial z

Se utilizé el analizador de particula zeta/nano NanoPlus 3 (Micromeritics®,
Estados Unidos) mediante el método de movilidad electroforética. Para la lectura, se
emplearon se emplearon 100 mg de muestra disueltos en 1.5 mL de agua ultrapura

(miliQ, 18,2 MQ.cm), cada andlisis se realizaron por triplicado.

Solubilidad.

Para determinar la solubilidad de las diferentes formulaciones obtenidas se
empled un método reportado por Cano-Chauca et al. (2005, 422). En un tubo conico se
agregaron 50 mL de agua y 1 gramo de producto seco (P1), esta mezcla se sometio

agitaciéon en un vortex (Fisher pulse vortex mixer Modelo 945420, USA) durante 2
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minutos y centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos; 25 mL del sobrenadante fueron
vertidos en una caja de Petri previamente pesada y libre de humedad (P2), esta caja de

Petri junto con la muestra fueron calentadas durante 5 horas en una estufa convectiva
(MEMMERT UNS55, Alemania) a una temperatura de 105°C subsiguiente a esto se
registro el peso (P3). El porcentaje de solubilidad se determiné por medio de la ecuacion

2.

Ecuacion 2. Porcentaje de solubilidad.

. P2 — P3
% solubilidad = —p1 x* 100

Humectabilidad.

La humectabilidad se determind por medio del método reportado por Westergaard,
(2004, 209). 1 gramo de polvo fue depositado sobre la superficie de 100mL de agua
contenida en un beaker de 200mL, se registro el tiempo que tardé en sumergirse el total

de la muestra.

Contenido de compuestos bioactivos en el tiempo.

Cada 15 dias y durante 60 dias se determiné el contenido de compuestos

fendlicos totales, glucorafanina y la capacidad antioxidante en cada una de las
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formulaciones obtenidas, el contenido inicial de cada compuesto, es decir al tiempo que
se obtuvieron los prototipos (dia cero), se empledé como referente para determinar el
contenido remanente de cada uno de los analitos; cada 15 dias se tomaron 50mg de
muestray se llevo a cabo el procedimiento descrito anteriormente en la seccion eficiencia

de encapsulacion.
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Resultados

Caracterizacién microbioldgica

Se llevé a cabo un andlisis en fresco previo al proceso de limpieza y desinfeccion
en el brécoli; para la lectura e interpretacion del recuento de coliformes totales y fecales
por el método del NMP, se emplearon diluciones 10?1, 102, 103 la prueba arrojé un
resultado positivo para ambos casos Yy los resultados se presentan en la tabla 11; para
confirmar este hecho se realiz6 la prueba indol a las diluciones y esta dio positiva para
las diluciones 101y 102 . Esta prueba confirma la presencia de Escherichia coli
(coliforme fecal) por medio de una coloracién rojiza en la parte superior del tubo como
se evidencia en la figura 10. Los resultados obtenidos se presentan bajo criterio de la

Norma técnica Colombiana (ICONTEC, 2009).

Tabla 11. Reporte de resultados recuento de coliformes totales y fecales por el

método NMP para brécoli fresco sin desinfectar.

Analisis Dilucion Resultado
] ] ] NMP/ g 6
1 2 3
10 10 10 (UFCIg)
NMP de Coliformes totales hojas 3 3 1 500
NMP de Coliformes fecales 3 3 0 200

Inflorescencias
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Figura 10. Resultados presencia de coliformes totales y fecales en muestras de

brocoli fresco sin desinfectar

c) d)

a. Hojas de brdcoli con fluorescencia, b. inflorescencias de brécoli con
fluorescencia, c. hojas de brdcoli resultado prueba indol, d. inflorescencias de

brécoli resultado prueba indol.

Recuento de coliformes por el método del nimero mas probable (NMP)
empleando como medios de cultivo Fluorocult LMX y Chromocult para brocoli

seco desinfectado
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Posterior al proceso de limpieza, desinfeccion, secado y molienda se tomé de
nuevo una muestra para llevar a cabo un nuevo analisis microbiolégico, este andlisis
confirmo la efectividad del proceso de limpieza y desinfeccion puesto que no hubo
crecimiento de microorganismos en los diferentes medios de cultivo empleados (figura

11). La tabla 12 presenta los resultados obtenidos para este analisis.

Figura 11. Resultados caldo LMX para hojas e inflorescencias de brécoli seco

desinfectado.

a. Recuento de coliformes para hojas de brdocoli, b. recuento de colformes para

inflorescencias de brocoli.

Tabla 12. Reporte de resultados Recuento de coliformes totales y fecales por el

método NMP para brocoli seco desinfectado.

Analisis Dilucion Resultado Limite
1 2 3 NMP/ g 6 permisible
10 10 10 (UFCIg)
NMP de Coliformes totales 0 0 0 <3 <10 UFC/g

NMP de Coliformes fecales 0 0 0 <3 <10 UFC/g
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Por medio del agar Chromocult que contiene mezcla de peptonas, piruvato,
sorbitol y buffer de fosfato que garantizan el rapido crecimiento de las colonias aun de
los coliformes subletalmente dafiados, se evalué también la eficacia del proceso de
desinfeccion, los resultados obtenidos se presentan en la tabla 13y la figura 12 presenta

informacion visual de los resultados obtenidos.

Tabla 13. Reporte de resultados Recuento de coliformes totales y fecales en placa

por extension de superficie.

Andlisis Dilucién Resultado Limite
101 102 103 N(L'\J/IFP(/:%)O Permisible
Coliformes fecales en 0 0 0 <3 <10 UFC/g
placa
Coliformes no fecales 0 0 0 <3 <10 UFC/g
Coliformes totales en placa 0 0 0 <3 <10 UFC/g

Figura 12. Resultados de Chromocult para hojas e inflorescencias de broécoli

desinfectado.

Hojas de bvocsh CRAG"

| ®rcols Cv A0*

% / \ J

—
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a. Resultado para hojas de brocoli, b. resultado para inflorescencias

de brocoli.
Recuento de aerobios mesofilos en alimentos (RAM)

Se llevo a cabo el andlisis de mesdfilos aerobios en alimentos (RAM), este método
es uno de los indicadores de calidad de mayor uso en la industria de alimentos; para las
muestras de inflorescencias y hojas de brécoli seco y desinfectado analizado el resultado
es <10 UFC/ g o mL de brécoli, ya que no se presentaron colonias en los platos de cultivo
como se evidencia en la figura 13. El limite permisible para el recuento de mesdfilos en

este alimento es de 200000UFC/g

Figura 13. Resultados para plate count en inflorescencias y hojas de brécoli

desinfectado.

a. Resultado para mesofilos en hojas de brocoli, b. resultado para mesdéfilos en

inflorescencias de brocoli.



Caracterizacion bromatologica
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Esta caracterizacion fue realizada sobre el polvo seco de inflorescencias y hojas

para llevar a cabo cada uno de los analisis, los resultados se presentan en la tabla 14.

Tabla 14. Resultado de analisis bromatolégicos.

Resultado andlisis bromatolégicos para inflorescencias de brocoli

Analisis

Extracto etéreo (%)

Proteina (%)

Cenizas (%)

Fibra cruda (%)

Humedad en fresco (%)

Humedad después del secado (%)
Polifenoles totales (mg GAE/100g)
Capacidad Antioxidante (umol TE/Q)
Resultado analisis bromatoldgicos para hojas de brécoli
Analisis

Extracto etéreo (%)

Proteina (%)

Cenizas (%)

Fibra cruda (%)

Humedad en fresco (%)

Humedad después del secado (%)
Polifenoles totales (mg GAE/100g)
Capacidad Antioxidante (umol TE/Q)

Resultado
0,018
0,22
8,94
17,34
89,90
12,50
0,76
11,85

Resultado
0,016
23,01
12,75
14,80
79,80

9,40

204,62

2769,40
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El contenido de glucorafanina fue evaluado tanto en hojas como en
inflorescencias, los resultados obtenidos determinaron la seleccion de hojas de brocoli
para el desarrollo del presente trabajo investigativo; el resultado para hojas es de 164,23
mg/100g de materia seca e inflorescencias 69,75 mg/100g de materia seca, datos
similares a los reportados por Bernal et al. (2014, 73) Quienes determinaron que las
hojas de brécoli pueden ser fuente potencial en el contenido de algunos glucosinolatos

como la glucorafanina.

Seleccion del solvente

La tabla 15 muestra el plan experimental y resultados de las diferentes

extracciones realizadas a partir de hojas de brocoli.

Tabla 15. Concentracion de Glucorafanina, empleando agua a diferentes pH para

la extraccion a partir de hojas de brécoli.

Experimento pH Glucorafanina
mg GRA/100DW

10,5
7,8
7,95
10,5
12
12,6

O O A W N B
N N O W w o

El analisis de varianza (ANOVA) (Tabla 16) para la variable respuesta
concentracion de Glucorafanina (mg GRA/100g material seco) realizado en el software

Statgraphics Centurion XV; permitié evidenciar que existen diferencias estadisticamente
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significativas entre cada uno de los niveles del factor (p<0,05) con un nivel del 95% de
confianza, por tal razon se decidié emplear agua a pH 7 para las extracciones durante el
desarrollo de este trabajo de investigacion, ya que esta permite una mayor concentracion

de GRA en el extracto final.

Tabla 16. Analisis de varianza (ANOVA) para la concentracion de GRA en

extractos obtenidos empleando agua des ionizada a pH 3, 7 y 9 a partir de hojas de

brocoli.
Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon F Valor P
cuadrados
pH 19,8075 2 9,90375 155,35 0,0009
Error 0,19126 3 0,06375
Total 19,9988 5
(Corr.)

El nivel mas bajo de glucorafanina se dio en la extraccion con agua pH 3, esto se
debe a que un bajo pH induce altas perdidas de glucosinolatos (Perdida de 69%),
mientras que los compuestos fendlicos y vitamina C son mas estables (Vallejo, Gil-
Izquierdo, Pérez-Vicente, & Garcia-Viguera, 2004, 137). No solo la accién de la
mirosinasa es responsable de la degradacion de los glucosinolatos, cuando se tienen
bajos niveles de pH estas pérdidas pueden ser significativas, en el brocoli la pérdida de
glucosinolatos alifaticos representa cerca del 27%, el 73% restante corresponde a
glucosinolatos de naturaleza inddlica (Latté et al., 2011, 3290), la Glucorafanina es un

glucosinolatos de naturaleza inddlica.
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También se evalué el efecto de la mezcla de etanol y agua por medio de un disefio
de mezclas que permitié establecer las condiciones ideales para la extraccion de
glucorafanina con etanol; como se evidencia en las tabla 17 cuando se emplea agua
como solvente para la extraccion, la concentracidén de glucorafanina obtenida es mucho
menor a la obtenida cuando se emplean diversas proporciones de agua y etanol. La
literatura reporta la extraccion de glucorafanina con metanol empleando temperaturas de
70°C, sin embargo, en la mayoria de los casos la extraccion de compuestos fendlicos
esta mediada por una mezcla (50% v/v) de etanol con una solucion buffer de pH 7.4
(Gawlik-Dziki et al., 2012, 470), los resultados obtenidos bajo este disefio experimental
y que se muestran en la tabla 17, permitieron determinar la mezcla optima (50% v/v) para
realizar la extraccion de glucorafanina, no obstante, debido al interés de desarrollar un
producto de amplia aplicacion en la industria de alimentos y de facil secado por un

sistema de aspersion se decidié utilizar agua como Unico solvente.

Tabla 17. Concentracion de Glucorafanina, empleando agua a diferentes pH para

la extraccion a partir de hojas de brocoli.

Experimento  Agua Etanol mg GRA/100g

1 50 50 94,59
2 75 25 36,56
3 100 0 12,6

4 0 100 68,95
5 0 100 71,17
6 100 0 13,45
7 100 0 12,59
8 50 50 106,06
9 25 75 71,9
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En el andlisis de varianza (Tabla 18) los valores de “Prob>F” inferiores a 0,05
indican que los términos del modelo son significativos, en este caso las proporciones de
la mezcla son significativas en términos del modelo cuadratico para la concentracion de
glucorafanina (mg/100 g de material seco). Los valores superiores a 0,1 indican que los

términos del modelo no son significativos.

Tabla 18. Andlisis de varianza para la concentracién de glucorafanina obtenida a

partir de hojas de brocoli y empleando diferentes proporciones de etanol y agua como

solvente
Fuente Sumade DF Cuadrado medio Valor F Prob >
cuadrados F
Modelo 9241,512803 2 4620,756402 20,8170944 0.0020
Mezcla 5576,830351 1 5576,830351 25,124329 0.0024
lineal
AB 3664,682452 1 3664,682452 16,5098598 0.0066
Residual 1331,815952 6 221,9693254
Error 68,73205 4 17,1830125
Total 10573,32876 8

Condiciones de extraccion con ultrasonido

Box — Behnken BBD es un disefio de experimentos tipo superficie respuesta que
se emplea para proveer informacién que permita entender las variables que afectan la
salida de un modelo (Bernal et al., 2014, 70). Gracias a este tipo de disefios se emplea

una metodologia superficie respuesta esférica que consta de un punto central y varios
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puntos medios de los bordes de un cubo superpuesta a la esfera (Ding, Zheng, Xia, Ren,
& Kan, 2016, 207). Las superficies de respuesta se exploran para determinar la
combinacion de niveles de los factores que proporcionan una condicidn operativa optima
(Kuehl, 2001, 424), como lo son los niveles éptimos de frecuencia, potencia y tiempo que
permitan la obtencion de cada uno de los compuestos de interés; diversos autores
reportan el uso de estos disefios experimentales para realizar la seleccidon de un solvente
ideal que permita la extraccién de glucosinolatos, Bernal et al. (2014, 70) reportan el uso
de un BBD para seleccionar el solvente idéneo que permita la extraccion de
glucosinolatos en hojas de brocoli. Estos disefios requieren de un menor nimero de
experimentos en comparacion con otros disefios estadisticos (Espada-Bellido et al.,

2017, 26).

Obtencion de un extracto con alta capacidad antioxidante ORAC

Para la evaluacion de la variable capacidad antioxidante ORAC las mejores
condiciones de extraccion fueron 300 W de potencia, 59 kHz de frecuencia durante 8,7
minutos, valores que se evidencian en el gréafico presentado en la figura 14. Un modelo
logaritmico se empled para acoplar los datos, la ecuacion de regresion que se ajusta a
los datos se presenta en la ecuacion 3 y los valores de las variables estan especificados
en sus unidades originales, los resultados obtenidos para cada uno de los 30

experimentos se presentan en la tabla 19.
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Ecuacion 3. Ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos para la
optimizacién de las condiciones de obtencion de un extracto con un valor alto para ORAC

a partir de hojas de brocoli.

Log (ORAC) = 5,82053 — 0,0127579 * Potencia — 0,02562 * Frecuencia + 0,0491554
* tiempo + 0,0000368743 * Potencia™2 — 0,00000410978 * Potencia
* Frecuencia — 0,000145697 * Potencia * tiempo + 0,00032144
* Frecuencia™2 + 0,000193891 * Frecuencia * tiempo — 0,000963508

* tiempo” 2



Tabla 19. Planes experimentales y resultados para las extracciones con ultrasonido

Experimento Potencia Frecuencia

10

11

12

13

\W

210

210

210

120

210

300

120

120

300

210

210

120

210

kHz

40

25

25

40

59

59

40

25

40

40

40

59

59

tiempo
min
17

30

30
17
30
17
30
17
17

17
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ORAC Polifenoles totales Glucorafanina
pmol TE /g mg GAE / g mg Glucorafanina/100g

73,08 + 1,95 5,81+ 0,37 12,89 + 0,00
59,87 £1,33 5,57 £ 0,05 12,75+ 0,12
78,31 £ 1,27 45+0,01 9,66 + 0,12
68,99 + 1,51 2,98 £ 0,09 10,83+ 0,12
85,48 £1,45 3,53+0,14 11,42 + 0,20
133,3 + 2,49 4,26 £ 0,11 16,88 + 0,12
97,66 + 5,09 2,97 £0,10 16,76 + 0,10
133,91 + 4,01 3,86 £ 0,02 14,19 + 0,00
77,47 £ 2,67 4,32 +0,16 13,57 + 0,19
66,73 £ 0,54 5,67 £ 0,05 13,95+ 1,16
91,72 + 7,84 5,95+0,18 13,93 + 0,23
131,89 + 2,79 5,42 + 0,07 18,4+ 0,12
102,68 + 1,59 6,71 +0,14 15,15 + 0,00
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

300

300

210

210

210

120

210

300

120

120

300

210

210

120

210

300

25

40

40

25

25

40

59

59

40

25

40

40

40

59

59

25

17

17

30

30

17

30

17

30

17

17

17

17

122,21 + 0,33
141,48 £1,29
85,17 + 0,08
60,91 + 10,31
86,47 +2,41
93,96 + 0,20
70,25 + 0,49
110,02 +1,70
97,79 + 0,19
106,16 + 2,19
77,79 +1,98
92,12 +1,13
79,02 + 6,23
131,91+ 2,79
76,75+ 2,23

98,43 +1,19

5,03 +0,49
3,57 +£0,20
4,91 +£0,30
4,88 +£ 0,32
4,62 + 0,36
3,72+0,24
4,18 +£ 0,02
2,74 +0,15
4,16 + 0,36
3,23+0,32
3,78+0,1
4,97 £ 0,01
4,61 +£0,15
5,43+0,10
5,81 +0,39

59+0,17

20,05 + 0,00
18,38 £ 0,19
12,84 + 0,23
17,21 £ 0,25
9,65+0,12
12,73 + 0,00
13,92 £ 0,21
16,92 + 0,12
16,76 + 0,1
14,19 + 0,12
13,57 £ 0,35
14,53+ 0,12
14,52 + 0,12
20,7+0,12
16,04 + 0,25

16,94 + 0,12

75



30

300

40

5

109 + 0,39

5,37 +0,26

16,94 + 0,10

76
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El andlisis estadistico se realizé6 mediante el software Statgraphics Centurion XV,
se evaluo el efecto de la potencia, frecuencia, tiempo de extraccion y la interaccion entre
ellas obteniendo las condiciones de operacion para el equipo con un nivel de confianza
del 95%, la prueba de ajuste que se evidencia en la tabla 20 presenta un valor mayor a

0,05 lo que indica que el modelo seleccionado se ajusta a los datos experimentales.

El andlisis de varianza (tabla 20) permitié establecer la variabilidad de la variable
respuesta, en este caso 4 efectos tiempo, interaccion potencia — potencia, potencia —
tiempo y tiempo — tiempo tienen un valor p<0,05 por lo cual se puede afirmar que estos
tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la variable respuesta con un nivel

de confianza del 95%.

Tabla 20. Analisis de varianza para el efecto de cada una de las variables de

extraccion sobre la capacidad antioxidante ORAC de un extracto por medio de

ultrasonido.
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
A:Potencia 0,00000625611 1 0,00000625611 0,00 0,9852
B:Frecuencia 0,0706737 1 0,0706737 4,00 0,0618
C:tiempo 0,122373 1 0,122373 6,92 0,0175
AA 0,658785 1 0,658785 37,28 0,0000
AB 0,000318496 1 0,000318496 0,02 0,8948
AC 0,2151 1 02151 12,17 0,0028
BB 0,0615818 1 0,0615818 3,48 0,0793
BC 0,0136856 1 0,0136856 0,77 0,3911
CcC 0,166712 1 0,166712 9,43 0,0069
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Falta de 0,051826 3 0,0172753 0,98 0,4264
ajuste

Error puro 0,300419 17 0,0176717

Total (corr.) 1,73063 29

Es necesario mencionar que la capacidad antioxidante de un extracto es una
funcidbn que depende de la concentracibn de compuestos bioactivos con poder
antioxidante contenidos en el mismo, en este sentido, el tiempo para la obtencion de un
extracto con alta capacidad antioxidante es acorde para evitar la degradacion de algunas
vitaminas como la vitamina C, si tenemos en cuenta el efecto que tiene la sonicacién en
el tiempo sobre la temperatura, Pongmalai et al. (2016, 41) reportaron el incremento en
el contenido de vitamina C durante los primeros 15 minutos de una extraccion asistida
con ultrasonido para glucosinolatos de coles frescas, posterior a estos 15 minutos el
contenido se estabilizd6 y solo comienzé a disminuir cuando la mezcla alcanzé una

temperatura cercana a los 63°C.

Figura 14. Grafica de superficie de respuesta para el disefio aplicado a la
obtenciéon de un extracto con alta capacidad antioxidante ORAC a partir de hojas de

brécoli.
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Obtencion de un extracto rico en compuestos fendlicos

Los resultados obtenidos después del plan experimental y mostrados en la tabla
19 junto con el analisis de varianza presente en la tabla 21, permitieron determinar el
efecto de las variables y las posibles interacciones entre ellas, ademas permitieron
evaluar la significancia del modelo estadistico. Asi, se pudo evidenciar que 5 tipos de
tratamientos (p<0,05) tiempo y las interacciones Potencia — potencia, potencia —
frecuencia, frecuencia — tiempo y tiempo - tiempo presentan diferencias estadisticamente
significativas con un nivel de confianza del 95%; la prueba de falta de ajuste evidente en
la tabla 21, presenta un valor mayor a 0,05 lo que indica que el modelo seleccionado se

ajusta a los datos experimentales.

Tabla 21. Analisis de varianza para la variabilidad en la concentracion de

polifenoles totales.

Fuente Suma de Cuadrados G|l Cuadrado Razén- Valor-P
Medio F

A:Potencia 0,308471 1 0,308471 0,76 0,3953
B:Frecuencia  0,00359032 1  0,00359032 0,01 0,9261
C:tiempo 1,32835 1 1,32835 3,27 0,0881
AA 7,06453 1  7,06453 17,42 0,0006
AB 7,71289 1 7,71289 19,02 0,0004
AC 0,187127 1 0,187127 0,46 0,5061
BB 0,136512 1 0,136512 0,34 0,5694
BC 4,92948 1 4,92948 12,15 0,0028
CcC 1,66685 1 1,66685 4,11 0,0586
Falta de ajuste 0,762306 3 0,254102 0,63 0,6077
Error puro 6,8955 17 0,405618

Total (corr.) 30,8145

N
(o]
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Con un R cuadrado de 75,15% que explica la variabilidad en el contenido de
polifenoles totales en cada uno de los extractos obtenidos, se determinaron las
condiciones Optimas para la extraccion de estos compuestos empleando como técnica
el ultrasonido a 178 w, 59 kHz y 5 minutos y agua desionizada como solvente (figura 15),
estas condiciones no estaban planteadas en el primer disefio por lo que el valor optimo
fue verificado por medio del ensayo de un proceso de extraccidén bajo estas condiciones,
el resultado obtenido 6,42 + 1,3 (mg GEA / g de material seco) fue cercano al valor 6ptimo
brindado por el software 6,18 (mg GAE / g de material seco) y el coeficiente de variacion

obtenido es del 2,70%.

Al comparar el tiempo de extraccion obtenido como ideal con estudios realizados
por otros autores, se puede evidenciar que el tiempo logrado en este caso es inferior a
otros tiempos reportados en la literatura. Espada-Bellido et al. (2017, 30) evaluaron una
cinética de extraccion para determinar el tiempo 6ptimo que permitiera la extraccién de
compuestos fendlicos a partir de mora, luego de evaluar diferentes momentos
encontraron que 10 minutos es el tiempo ideal para realizar una extraccion asistida por
ultrasonido cuantitativa. Los mismos autores reportan que tiempos de extraccién mas
largos conducen a menor recuperacion y esto se debe a la degradacion de los
compuestos fendlicos, sin embargo, dichos autores también resaltan el efecto de la
temperatura en la obtencion de estos analitos. La extraccion asistida con ultrasonido
usando como solvente Metanol en agua y pH 7 (61%v/v) a una temperatura de 64°C y

amplitud de ultrasonido del 70% son consideradas las condiciones optimas por el autor.

El resultado obtenido para el factor potencia 178 W (Figura 15) es un valor que

podria considerarse bajo si se tiene presente que el maximo permitido por el bafio
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sonicador es 300 W, este resultado es similar al reportado por Oniszczuk & Olech. (2016,
362) quienes emplearon 100 W de potencia para la extraccion de compuestos fendlicos
a partir de Brassica oleracea L. var. Sabellica (Col rizada); estos autores también
argumentan que el uso de una frecuencia relativamente baja (20kHz) y un tiempo de
extraccion corto podria limitar la degradacion de los compuestos fendlicos durante la
extraccion, por lo tanto, es posible el uso de cortos periodos de tiempo para la obtencion

de estos compuestos.

Figura 15. Grafica de superficie de respuesta para el disefio aplicado a la

obtencién de un extracto con alto contenido de polifenoles a partir de hojas de brocoli.
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A continuacion, en la ecuacién 4 se presenta la ecuaciéon de regresién que se

ajusta al modelo de los datos.
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Ecuacion 4. Ecuacion de regresion ajustada a los datos para concentracion de

polifenoles totales presente en extractos a partir de residuos de cosecha de brdcoli.

Polifenoles totales
= —8,90364 + 0,0815038 * Potencia + 0,159383 * Frecuencia
+ 0,266592 * tiempo — 0,000120752 * Potencia®2 — 0,000639552
* Potencia * Frecuencia — 0,000135893 * Potencia * tiempo
+ 0,000478586 * Frecuencia®2 — 0,00367982 * Frecuencia * tiempo

— 0,00304663 * tiempo”2

Obtencion de un extracto rico en glucorafanina.

Durante la evaluacion de la variable contenido de glucorafanina expresada como
(mg de GRA/100 g de hojas secas), se determinaron los valores 6ptimos que permitieron
la obtencion de un extracto rico en glucorafanina en el tanque sonicador con 120 W de
potencia, 59 kHz de frecuencia durante 20 minutos, estos se evidencian en la figura 16,
como se mencion6 en la obtencién de un extracto rico en compuestos fendlicos se realizd
una nueva extraccion para verificar el cumplimiento de las nuevas condiciones. El
resultado obtenido 17,63 + 2,43 (mg de GRA/100 g de hojas secas) fue cercano al valor
optimo 19,58 (mg de GRA/100 g de hojas secas) brindado por el software y el coeficiente
de variacién obtenido fue de 7,41%, los resultados obtenidos para cada uno de los 30

experimentos se presentan en la tabla 19.

La ecuacion de regresion que se ajusta a los datos se presenta en la ecuacion 5

y los valores de las variables estan especificados en sus unidades originales.



83

Ecuacion 5. Ecuacion de regresion ajustada a los datos para la optimizacion de
las condiciones de obtencién de un extracto rico en GRA a partir de excedentes de

cosecha del brécoli.

GRA = 2,09339 — 0,0476255 * Potencia + 0,226922 * Frecuencia + 1,17462 * tiempo
+ 0,000321917 * Potencia®2 — 0,00114197 = Potencia * Frecuencia
— 0,002013 * Potencia * tiempo + 0,00275804 * Frecuencia”2

— 0,00953098 * Frecuencia * tiempo — 0,00937762 * tiempo”2

El analisis de varianza ANOVA (Tabla 22) permitio determinar la variabilidad de
GRA en piezas separadas para cada uno de los efectos, entonces prueba la significancia
estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra el error estimado
experimental; en este caso se evidencié que 6 efectos tienen un valor (p<0,05) lo que
indica que estos tienen diferencias estadisticamente significativas bajo un nivel de
confianza del 95% el valor R cuadrado indica que el modelo ajustado explica en un
porcentaje superior al 87,35% la variabilidad en la concentracion de GRA y la prueba de
falta de ajuste superior al 0,05 lo que indica que el modelo empleado se ajusta a los datos

experimentales.

Tabla 22. Analisis de varianza para la variabilidad en la concentracion de GRA.

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razén- Valor-P
Cuadrados Medio F

A:Potencia 2,47806 1 2,47806 1,58 0,2255

B:Frecuencia 12,4897 1 12,4897 7,97 0,0117

C:tiempo 1,35597 1 1,35597 0,87 0,3652



AA

AB

AC

BB

BC

CcC

Falta de ajuste
Error puro

Total (corr.)

50,2092
24,5908
41,0608
4,53371
33,0691
15,7922
1,62003
26,6277
223,388

50,2092
24,5908
41,0608
4,53371
33,0691
15,7922
0,54001
1,56633

32,06
15,70
26,21
2,89

21,11
10,08
0,34

0,0000
0,0010
0,0001
0,1071
0,0003
0,0055
0,7933
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Diversos autores reportan el efecto que tiene la sonicacién sobre el aumento en

la temperatura que se debe a la energia liberada por el colapso de las burbujas durante

el proceso (Pongmalai, Devahastin, Chiewchan, & Soponronnarit, 2015, 40). Estos

autores también evaluaron la evolucion de la temperatura durante el proceso de

extraccion de glucosinolatos a partir de hojas de coles en etanol durante la sonicacion,

en el experimento la temperatura inicial del proceso fue de 25°C, igual a la empleada en

este trabajo de investigacion, la temperatura de la mezcla se incrementd con el tiempo

de sonicaciéon hasta llegar a aproximadamente 57 ° C cuando la sonicacion se realizé

durante 40 min (Pongmalai et al., 2015, 40). Para el caso de esta investigacion la

temperatura maxima registrada durante los 20 minutos de sonicacion asciende hasta los

37 °C.
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Figura 16. Grafica de superficie de respuesta para el disefio aplicado a la

obtencion de un extracto rico en GRA a partir de hojas de brocoli.
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La figura 17 presenta los cromatogramas obtenidos para el estandar de
glucorafanina (figura 17.a) (figura 17.b) y muestras (figura 17.c) (figura 17.d). Al comparar
los tiempos de retencion se evidencia que estos son similares entre las muestras y el
estandar de referencia, por tanto esta imagen sirve para confirmar la presencia de este
glucosinolato en los diferentes extractos obtenidos durante el desarrollo del plan
experimental que permitido definir las condiciones ideales de operacion del tanque

sonicador.
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Figura 17. cromatogramas obtenidos por UPLC para (a) (b) estandar de GRAy (c)
(d) muestras obtenidas a partir de diferentes condiciones de sonicacién programadas por

el plan experimental relacionado en el apartado proceso de extraccion.
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Previo al proceso de secado se realizaron tres nuevos procesos de extraccion
empleando las condiciones obtenidas en el apartado proceso de extraccién para cada
una de las variables respuesta (Extracto: 1 ORAC, extracto 2: compuestos fendlicos,
extracto 3: glucorafanina), estos procesos de extraccién se llevaron a cabo con el fin de
obtener las cantidades de extractos necesarios durante el proceso de secado; para ello
se procedid con un escalado en el cual se conservé la proporcion muestra: solvente,
(50mg de muestra por cada 1,5mlIL de agua), este escalado se llevo a cabo en tubos
conicos de 45mL, en él se dispuso de 2000mg de hojas de brdcoli en polvo y 30mL de

agua para realizar la extraccion.

La eficacia del proceso de extraccion se determiné tomando como referente el
valor inicial determinado durante la caracterizacion de las hojas de brécoli en cuanto al

contenido glucorafanina, la eficiencia obtenida durante un ciclo de extracciéon en el
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tanque sonicador a 120 W de potencia, 59 kHz de frecuencia durante 20 minutos fue de

36,63%

Microencapsulacion de los diferentes extractos empleando secado por

aspersion

Secado de los extractos:

La tabla 23 presenta los resultados experimentales obtenidos durante la ejecucion
del disefio propuesto para la seleccién de una emulsién 6ptima que permitiera el secado

de los extractos resultantes en el apartado de extraccion.

Tabla 23. Resultados experimentales disefio de mezclas para la seleccion de una

emulsion optima.

Emulsién Gelatina Goma Maltodextrina Viscosidad (cPs)
arabiga
El 0,00 1,00 0,00 180,3 + 3,6
E2 0,25 0,75 0,00 265,8 £ 10,4
E3 0,00 0,00 1,00 345+0,9
E4 0,00 0,00 1,00 35,1+ 0,78
E5 0,50 0,00 0,50 232,7 £ 2,56
E6 0,00 1,00 0,00 182,4+ 3,4
E7 0,50 0,50 0,00 267,45 + 4,40
ES8 0,25 0,00 0,75 189,3+2,4
E9 0,38 0,31 0,31 242,4 + 552
E10 0,50 0,00 0,50 195,4 + 5,47
E11 0,25 0,56 0,19 267,4+£2,7
E12 0,00 0,50 0,50 196,5+ 2,6
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E13 0,00 0,50 0,50 197,2 +1,76

E14 ‘ 0,13 0,19 0,69 234,6 +2,86

En el andlisis de varianza ANOVA de la tabla 24, los valores de “Prob>F” inferiores
a 0,05 indican que los términos del modelo son significativos, en este caso, los
componentes de la mezcla son significativos en términos del modelo cuadrético para el
caso de viscosidad. Los valores superiores a 0,1 indican que los términos del modelo no

son significativos

Tabla 24. Andlisis de varianza para la variable viscosidad

Fuente sumade DF Cuadrado medio Valor F Prob > F
cuadros
Modelo 68544,72054 5 13708,94411 27,89190875 < 0.0001
Mezcla 48534,06848 2 24267,03424 49,373161 < 0.0001
lineal
AB 5782,253303 1 5782,253303 11,76444227 0.0090
AC 6758,532493 1 6758,532493 13,75075791 0.0060
BC 11714,43592 1 11714,43592 23,83392734 0.0012
Residual 3932,020352 8 491,502544
Falta de 3233,745352 4 808,4363381 4,631048444 0.0834
ajuste
Error 698,275 4 174,56875
Total 72476,74089 13

Finalmente, el disefio D — optimal facultd establecer las proporciones ideales
presentes en la tabla 25, que permitieron obtener una emulsién optima para el proceso

de secado por aspersion. Estas condiciones son relevantes puesto que la informacion
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existente en la literatura para la microencapsulacion de GRA es poca, por tal razon serian
unas condiciones pioneras para la obtencién de prototipos intermediarios enriquecidos

aplicables a matrices alimentarias.

Tabla 25. Proporciones optimas de gelatina, goma arabiga y maltodextrina.

Componente Nivel (%) Nivel minimo Nivel
maximo
Gelatina 0,25 0 0,5
Goma arébiga 0,375 0 1
Maltodextrina 0,375 0 1
Total 1

Teniendo definidas estas proporciones, fue posible desarrollar la formulacién de
la emulsion a secar, en ella se fijo el porcentaje de sdlidos y agua en 70% y 30%
respectivamente; también se determind la cantidad de sélidos en el extracto 3°Bx y a
partir de esta concentracion de solidos se determiné la cantidad en gramos del extracto
a incorporar en la emulsion, la tabla 26 presenta la formulacion empleada para la

obtencioén de la emulsién a secar.

Tabla 26. Formulacion de la emulsion empleada para la obtencion de prototipos

intermediarios enriquecidos aplicables a matrices alimentarias.

Componente Gramos

Agua 119

Goma 19,38
arabiga

Gelatina 7,65

Maltodextrina 19,38

Extracto 30
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El resultado de viscosidad obtenido en esta emulsion fue de 273,3 cPs similar al
predicho por el software con un nivel de confianza del 95%; este valor es importante
desde el punto de vista tecnologico ya que la viscosidad tiene relacion directa con la

eficiencia de encapsulacion y el porcentaje de solidos presentes en la misma.

La viscosidad de una emulsion incrementa en relacion al contenido de solidos, por
lo tanto, un aumento en la viscosidad de la emulsién debe ayudar a la retencion del
compuesto a proteger (eficiencia de encapsulacion) (Rajabi, Ghorbani, Mahdi, Sadeghi,
& Rajabzadeh, 2015, 331), esto se debe a la reduccion en la circulacion interna dentro
de las pequefas gotas, lo cual ocasiona que se requiera de menor cantidad de tiempo
para formar una corteza protectora que es en si, una membrana semi-permeable (Rajabi
et al., 2015, 329). Un alto contenido de soélidos en la emulsion puede garantizar un alto

valor en el resultado de eficiencia de encapsulacion (Rajabi et al., 2015, 239).

Caracterizacion.

En la figura 18 se presentan los parametros de humedad para las microparticulas
obtenidas a partir del secado de cada uno de los extractos (F1: Extracto ORAC, F2:
Extracto compuestos fendlicos, F3: Extracto glucorafanina) provenientes de la extraccion
asistida con ultrasonido, en la misma figura se presentan valores como la eficiencia de
encapsulacion y rendimiento del proceso de secado. Se muestran los datos promedio +

desviacion estandar (n=3).
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Figura 18. (a) Porcentajes de rendimiento y eficiencia de encapsulacién en
el proceso de microencapsulacién para cada una de las formulaciones (b) Porcentaje de
humedad para cada una de las formulaciones (c) actividad acuosa (aw) para cada una

de las formulaciones.
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La actividad de agua (aw) se define como la relacién de la presion de vapor del
agua en un sistema alimentario a la presion de vapor del agua pura a la mista
temperatura (Damodaran, 1996, 42); los datos mostrados en la figura 18 para aw fueron
medidos a una temperatura de 22.14 + 0.24. La humedad y el aw son diferentes ya que
el primero representa la composicion en agua de un sistema alimentario y el aw hace
relacion a la cantidad de agua libre y que se encuentra disponible para reacciones

bioquimicas (Quek et al., 2007, 390). Los valores obtenidos son bajos e ideales para
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extender la vida util de los prototipos obtenidos ya que estos valores evitan dafios en el
sistema generando asi mayor estabilidad microbiolégica (Quek et al., 2007, 390),
adicionalmente, los valores de humedad se encuentran en un intervalo dentro del rango
recomendado (3 al 10%) para esta clase de alimentos (Lia et al., 2015, 305). Los valores
de humedad son bajos y pueden tener relacién al contenido de solidos que se fijé en
25°Bx. Rajabi et al. (2015, 331) Encontraron que un alto contenido de solidos en la
emulsion se ve reflejado en valores minimos de humedad para el producto seco obtenido

mediante secado por aspersion.

En la figura 18 se puede apreciar que el resultado obtenido para el rendimiento de
extraccion fue superior en la formulacion dos e inferior para la formulacion uno 56,15%
y 48,72 % respectivamente, en el caso en particular del extracto GRA el rendimiento
obtenido durante el proceso de secado es de 52,53%. A su vez este grafico también
brinda informacion del porcentaje obtenido en cuanto a la eficiencia de encapsulacion,
para esta variable, el porcentaje mas alto corresponde al proceso de secado del extracto
ORAC; 77,11% de extracto empleado para el secado quedé al interior de las capsulas
obtenidas, seguido de este se encuentra el secado del extracto compuestos fendlicos y
finalmente el extracto GRA con una eficiencia de encapsulacion del 65,81 y 42,58

respectivamente.

Cuando se realiza un secado por aspersion es necesario determinar diferentes
propiedades del producto obtenido, en este caso la solubilidad mostrada en la figura 19
y humectabilidad presentada en la tabla 28 cobran importancia puesto que los resultados
obtenidos para el potencial Z ilustrados en la tabla 27 son bajos y esto podria generar la

aglomeraciéon de las micro particulas obtenidas. Sandoval Yoval, Luciano. Montellano
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Palacios, Leticia. Pifia Soberanis, Martin. Sanchez Guzman. (2012, 1) evaluaron el efecto
del potencial Z en la aglomeracion. En este estudio encontraron que tener un potencial
Z bajo (Cero) permitio la aglomeracion de particulas de lodo puesto que se desestabiliza
la carga de las particulas que lo componen y estas se atraen entre si; adicionalmente,
existen diversos factores del proceso que pueden afectar la solubilidad y humectabilidad
como el uso de una temperatura alta, especialmente cuando se trabaja con productos
con altas concentraciones de soélidos (Cano-Chauca et al., 2005, 427); la composicion
inicial de la materia prima que se seca durante el proceso, los agentes de soporte, el
caudal del aire y bajas velocidades de alimentacion también son factores que pueden
afectar la solubilidad y humectabilidad del producto seco (Kha, Nguyen, & Roach, 2010,

387).

Los valores de solubilidad obtenidos para cada una de las formulaciones son
cercanos al 47%, estos datos son inferiores a los reportados por Cano-Chauca et al.
(2005, 427) quienes obtuvieron porcentajes de solubilidad entre el 70 y 90% para mango
en polvo obtenido mediante secado por aspersibn empleando como agentes
encapsulantes maltodextrina y goma arabiga; de estos agentes encapsulantes el primero
posee propiedades fisicas que le confieren un alto grado de solubilidad y el segundo
posee propiedades de emulsificacion y alta solubilidad en agua (Cano-Chauca et al.,
2005, 427). Autores como Yousefi et al. (2015, 467) Mencionan que el uso de
maltodextrina como agente encapsulante se aplica predominantemente cuando se
desean obtener polvos con un alto porcentaje de solubilidad en agua, lo que sugiere que

en caso de aumentar el porcentaje de maltodextrina dentro la formulacion de la emulsion
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sometida al proceso de secado, permitiria un aumento en el porcentaje de solubilidad del

producto obtenido.

En cuanto a la temperatura de secado y su efecto sobre la solubilidad autores
como Chegini & Ghobadian. (2005, 661) Quek et al. (2007, 389) e Islam et al. (2017, 136)
Informaron que el aumento en la temperatura de entrada en el aire empleado para el
secado de polvo de naranja y sandia disminuye la solubilidad de los polvos obtenidos y
esto se explicé argumentando que la alta temperatura induce a la formacion de una pared
dura sobre la superficie de la particula que logra impedir que moléculas de agua se

difundan facilmente a través de la misma.

En este caso la humectabilidad no fue afectada por la aglomeracion de las
particulas; los valores obtenidos para las tres formulaciones varian entre 0,03 £ 0,002 y
0,04 £ 0,002 y son similares a valores reportados en la literatura, Serna-cock & Ayala-
aponte. (2015, 44) indican que polvos obtenidos a partir de cascara de mango poseen

valores de humectacién que varian entre 0,006 + 0,001 a 3,200 + 0,151 g/seqg.

Tamafio de particulay potencial z.

La tabla 27 presenta los resultados obtenidos al evaluar el tamafio de particula 'y

el potencial z para cada una de las formulaciones elaboradas.

Tabla 27. Tamafio de particula y potencial Z para cada una de las formulaciones.

Formulacion Tamafo (um) PD Potencial Z (mV)
F1 ‘ 3,00 2,467 -7,42
F2 ‘ 484 3,292 -13,2

F3 ‘ 556 3,388 -10,2
PD: Indice de polidispersidad
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F1: extracto Orac, F2: Extracto compuestos fenolicos, F3: extracto GRA

Solubilidad y humectabilidad.

A continuacion, en la figura 19 se presentan los datos obtenidos durante el andlisis
de porcentaje de solubilidad y en la tabla 25 los resultados obtenidos para

humectabilidad.

Figura 19. Porcentaje de solubilidad para cada una de las formulaciones F1:

extracto ORAC, F2: extracto compuestos fenolicos, F3: extracto GRA.

60 -

50 -

40 4

30 -

20 1

Porcentaje de solubilidad

e = R . 3

Tabla 28. Humectabilidad (g/seg) para cada una de las formulaciones F1: extracto

ORAC, F2: extracto compuestos fenolicos, F3: extracto GRA.

Formulacién Humectabilidad

(9/seq)
F1 ‘ 0,0412 + 0,0012

F2 ‘ 0,0398 + 0,0010
F3 ‘ 0,0364 + 0,0009
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Estabilidad en el tiempo de cada una de las formulaciones.

El analisis de estabilidad en funcion del tiempo para cada una de las formulaciones

microencapsuladas durante el secado por aspersion se muestran en la figura 20.

La formulacion 1 empleada para proteger compuestos que le otorgan al extracto
su valor ORAC brindé una alta proteccion a las mismas durante los primeros 30 dias de
almacenamiento, sin embargo, luego de este dia se presentd una pérdida significativa
en dicha proteccion lo que gener6 una disminucion cercana al 70% en el porcentaje de
retencion de los compuestos. Para el caso de las formulaciones dos y tres (compuestos
fendlicos y GRA respectivamente) desde el dia 15 se registra una pérdida significativa,
disminuye alrededor del 50% el porcentaje de retencion de los compuestos al interior de
las microcapsulas, posteriormente ambas formulaciones siguen presentando pérdidas
similares que llegan en el dia 60 a niveles de retencién similares a los de la formulacion

1.
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Figura 20. Estabilidad en el tiempo para cada una de las formulaciones y control
(extracto sin encapsular) (a) Formulacion 1 (Extracto ORAC), (b) Formulacion 2 (Extracto

compuestos fenolicos), (¢) Formulacion 3 (Extracto GRA).
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Con el fin de obtener informacion que permita establecer la velocidad de
degradacion de cada una de las formulaciones se aplicé un modelo de regresion lineal,
las ecuaciones a, y ¢ se presentan en el figura 17 y gracias a ellas se encontré que la
tasa de degradaciéon en todas las formulaciones es similar pero que es mayor en la

formulacién 1 ya que esta posee el valor mas alto para la pendiente.

Ballesteros, Ramirez, Orrego, Teixeira, & Mussatto. (2017, 630) mencionan que el
secado por aspersion y los componentes de pared (maltodextrina y goma arabe) son

factores determinantes en la encapsulacion de compuestos fendlicos y aunque la goma
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ardbiga es mas estable térmicamente presenta un factor perjudicial en la retencién de
dichos compuestos; el uso de maltodextrina como agente formador de pared es eficaz
para la proteccién de compuestos fendlicos (Zoric et al., 2017, 255). Con el fin de evitar
la degradacion acelerada de estos compuestos se debe pensar en la calidad del
empaque que les bridara proteccion a las microparticulas que los contienen, se ha
demostrado que empaques laminados de polietileno (PET) pueden incrementar en un
30% la retencion de compuestos fendlicos después de 6 meses a 4°C (Zoric et al., 2017,
256), esto abre la posibilidad a que en investigaciones posteriores se evalué el impacto
que tiene un empaque de PET en la proteccion de los compuestos presentes en cada

una de las formulaciones especialmente en la formulacién 2.
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Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos, la presente investigacion muestra que
las hojas de brocoli pueden ser una fuente alternativa para la obtencién de compuestos
bioactivos a partir de brécoli, lo que permite un mayor aprovechamiento de los
excedentes de cosecha puesto que brinda al horticultor una nueva alternativa idénea
para aprovechar recursos que en la actualidad se consideran excedentes y no

representan alguna clase de ingreso o ganancia a lo largo de la cadena productiva.

Las condiciones 6ptimas para la obtencion de glucorafanina bajo una extraccién
medida por ultrasonido y empleando agua como solvente a partir de hojas de brécoli son
120 W, 59 kHz y 20 minutos, estas condiciones se presentan como una nueva opcién
para la adquisicion de este compuesto empleando hojas de brécoli, sin embargo, la
eficiencia de extraccidén para el proceso es del 36,63% en comparacion a la extraccion
convencional con metanol en agua a 70°C; también se determinaron las condiciones
Optimas para la obtencion de un extracto con alto valor ORAC y rico en compuestos
fendlicos estas son 300 W, 59 kHz durante 8,7 miny 178 W, 59 kHz durante 5 minutos

respectivamente.

La técnica de secado por aspersion permiti6 el desarrollo de prototipos
enriquecidos con sustancias bioactivas como compuestos fendlicos y glucorafanina, la
formulacién empleada posee el balance oOptimo de maltodextrina, goma arabiga y
gelatina como agentes encapsulantes lo que brindé una eficiencia de encapsulacion

superior al 40%.
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En el proceso de caracterizacion realizado a las micro capsulas se evidencia que
estas poseen caracteristicas fisicas que estan dentro del rango usual para este tipo de

alimentos.
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Perspectivas

Gracias a la clasificacion de GRAS (“generally accepted as safe”) otorgada a la
glucorafanina por la “Food and Drug Administration” o “Administracion de Medicamentos
y Alimentos” FDA por sus siglas en inglés, se provee el uso de este compuesto como un
ingrediente funcional para la industria de alimentos, debido a este impacto se sugiere
realizar un analisis econdmico total del proceso, desde la etapa de recoleccion de los

excedentes de cosecha hasta la obtencion y micro encapsulacion.

Debido a la eficiencia obtenida durante el proceso de extraccién se recomienda
realizar un estudio que permita determinar cuantos ciclos de extraccién son necesarios

para obtener una concentracién similar a la obtenida con metanol a 70°C.

En busca de obtener una mayor eficiencia de encapsulacion para cada uno de
los extractos se recomienda evaluar el efecto que tendria el aumento en la proporcién de

la maltodextrina como parte de la formulacion.

Se recomienda evaluar la estabilidad de los analitos al interior de las capsulas
conservado las mismas en diferentes empaques que brinden proteccién a la luz,

humedad y diversos factores medio ambientales que podrian afectarla.
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