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Resumen

El cultivo de brdcoli (Brassica oleracea var. italica) es representativo de México siendo a nivel mundial el
cuarto productor y, por su parte, el estado de Guanajuato es el primer productor nacional con mas del 67%
del volumen total. Considerando que la parte comercial del cultivo (floreta) corresponde al menor porcentaje
de la planta se planted el uso del tallo en la extraccion de polifenoles para aplicaciones médicas. Con la
obtencién de productos agregados del cultivo, generalmente desechado, se pretende crear una economia
circular y aprovechamiento de recursos para una segunda y tercera linea de produccion. Esta investigacion
tiene como objetivo analizar las condiciones que maximizan la extraccion de polifenoles del tallo, por medio
de un disefio central compuesto (DCC). Se tomaron en cuenta dos variables; concentracion de etanol (30,50,
70%) y tiempo (15, 30, 45 min). Se llevaron a cabo 13 extracciones, la maxima concentracion obtenida fue
de 0.453 mg EAG /mL a una concentracion de 30:70 (etanol: agua) por 15 minutos. El analisis estadistico
arroj6 una R? maximo = 0.9396. Se determind la concentracion como factor importante, a una menor
concentracion etanol: agua promueve la extraccion de polifenoles. Con respecto al tiempo, la relacion es
menor. Como perspectiva futura, se evaluara el efecto de la temperatura y otros solventes para incrementar
la extraccion de polifenoles. Nuestro trabajo promovera la bioeconomia circular de la region.
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Introduccion

El brécoli (Brassica oleracea var. Itélica) es un cultivo de ciclo anual cuya planta mide de 60 a 90 centimetros
de altura, y termina en una masa de flores de color verde que puede alcanzar un diametro de hasta 35
centimetros. Pertenece a la familia de las Cruciferas y al género Brassica oleracea (Servicio de informacion
Agroalimentaria y Pesquera SIAP, 2018). Se considera como una hortaliza de alto valor alimenticio debido a
su contenido en vitaminas, potasio, fosforo, minerales, glucosinolatos y acidos fendlicos. Ha demostrado tener
caracteristicas anticancerigenas, antiinflamatorias, antimicrobianas, regulatorias del metabolismo, renales
protectoras y neuro protectoras (Li et al.,, 2022). Un estudio reciente comprobd la eficacia de ciertos
componentes del brocoli en la reduccion de sintomas del COVID-19 (Bousquet et al., 2021)

En cuanto a su produccion, tan s6lo en 2020 se obtuvieron mas de 583 mil toneladas de esta hortaliza, lo que
coloco a México como el 4° productor de brécoli a nivel mundial (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural,
2022). De acuerdo con el Panorama Agroalimentario 2019 generado por el SIAP, en México, uno de los
mayores productores de Brécoli es Guanajuato, representando mas del 67% de la produccion a nivel nacional
(Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), 2020). Existe una problematica con respecto al
cultivo del brdcoli puesto que la parte comestible corresponde Unicamente a la floreta, ésta representa el
porcentaje menor en comparacion con la hoja y el tallo. En consecuencia, la mayor parte de la biomasa es
desechada. Se considera de gran importancia el desarrollo de productos agregados que permitan aprovechar
los recursos invertidos en el cultivo para desarrollo de la bioeconomia circular.

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas, se encuentran abundantemente en estas y se
caracterizan por sus grupos fendlicos, son sintetizados por su actividad antimicrobiana y antioxidante en
respuesta a factores de estrés en la planta como medio de proteccion para ataques tanto bidticos como
abidticos (Thomas et al., 2018). Se clasifican en flavonoides y acidos fendlicos.
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El uso de los polifenoles como preservativos naturales de la comida se ha enfocado en extender la vida Uutil
de la comida reduciendo o eliminando la carga microbiana por lo que incrementa la calidad y seguridad de
los productos alimentarios (Baenas et al., 2018).

En el &mbito biomédico, los hidrogeles a base de polifenoles han demostrado combinar las ventajas de ambos
agregando mejor adhesién y propiedades curativas por lo que sus aplicaciones cubren bastantes aspectos
en el campo de la biomedicina (Li et al., 2022).

Este trabajo presenta la optimizaciéon de las condiciones de extraccion de polifenoles del tallo del brécoli
mediante una metodologia de superficie de respuesta (MSR) a través de un disefio central compuesto (DCC)
el cual evaluo tiempo y la relacion etanol: agua.

Metodologia

Reactivos

Los reactivos utilizados en esta investigacion fueron: Acido Galico (97.5-102%) y Reactivo de Folin-Ciocalteu
(2N) de Sigma Aldrich®, Carbonato de Sodio Anhidro (>99.5%) de Meyer ® y Etanol (96%) de Alcoholera del
Centro S.A. de C.V.

Muestra
El brécoli fue cosechado en el municipio de Dolores Hidalgo, Guanajuato, México. Las coordenadas no fueron
especificadas.

Preparacién de la muestra

El tallo se lav6 con agua corriente y se refrigerd a -4°C por 24 h. Posteriormente, se cort6 en pequefios trozos
para facilitar su secado. El secado se llevo a cabo en un horno al vacio (DOV-E |l Series) a 50°C hasta que
el tallo perdié6 aproximadamente el 80% de su peso, se trituré6 en mortero y se almacend hasta su uso
posterior. La Figura 1 muestra una imagen del tallo de brocoli utilizado.

Figura 1. Tallo de brécoli antes del secado

Contenido de polifenoles totales

Los polifenoles se extrajeron en base al método seguido por Martinez-Hernandez et al., (2011), con algunas
modificaciones. Brevemente, se tomaron 0.05 g de muestra seca, se colocaron en tubos Falcon de 15 mL y
se agregaron 3 mL de extractante, después se colocaron en un Agitador Mixer KIMR-V a temperatura
ambiente. Se realiz6 un disefio de experimentos (Disefio central compuesto) para maximizar la extraccion de
polifenoles. Se consideraron las variables tiempo (15, 30 y 45 min.) y concentracion de etanol (30, 50 y 70%).
Al finalizar, se transfirieron 2 mL de la solucién a un tubo Eppendorf y se centrifugé en una microcentrifuga
(Labnet PrismTM R) a 22°C, 15000 x g, 10 minutos.

Para realizar la cuantificacién se tomaron 19 L del sobrenadante, se le agregaron 29 pL de reactivo de Folin-
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Ciocalteu (2N) y se dejo reposar por 3 minutos, finalmente, se agregaron 192 pL de solucién Na2CO3
(2mg/mL) y se dejé reaccionar por 1 hora en oscuridad a temperatura ambiente. Se midié la absorbancia a
760 nm usando un espectrofotémetro de microplaca (Thermo ScientificTM MultiskanTM Go). El contenido de
polifenoles totales se expres6 en miligramos equivalentes de acido Galico por mililitro (mg EAG/mL).

Disefio Central compuesto.

Se realizé un disefio central compuesto con dos variables (temperatura/ tiempo), tres niveles, cinco puntos
centrales y valor axial igual a uno; se uso6 el software estadistico JMP ® Pro-16.0.0. La Tabla 1 muestra el
disefio experimental (DCC) con los datos codificados.

Tabla 1. Datos codificados, de para concentracion de etanol y tiempo (X1 'y X2).

Datos codificados

Experimento

X1 X2
1 -1 1
2 0 1
3 0 0
4 1 -1
5 0 -1
6 1 1
7 1 0
8 -1 0
9 -1 -1

La ecuacion 1 representa la relacién entre las variables tiempo y concentracion.

y = B1— B2X1+ B3Xz + BaX1Xz + BsX5 + BeX5 Ec. 1.

Resultados

La extraccion de polifenoles frente al efecto de la concentracion de etanol y el tiempo de residencia se evaluo
en esta investigacion. Se realizaron 13 experimentos, los parametros y resultados se especifican en la Tabla
2.

El efecto de las diferentes combinaciones muestra que el valor maximo obtenido fue de 45 mg EAG/mL vy el
minimo fue de 0.25 mg EAG/mL. El valor maximo se obtuvo con un tiempo de 15 minutos y una concentracion
etanol: agua de 30:70. La solucion fue minima. Se obtuvo un ajuste R? maximo 0.9396, lo que significa que
el modelo estadistico es capaz de predecir el 93% de los datos experimentales obtenidos. Como es sabido,
el valor R? debe aproximarse a 1 con el fin de describir mejor los datos experimentales. Se determiné que la
variable “concentracion” es mas significativa (p= 0.013694) que el tiempo de exposicion de la muestra para
la extraccion de polifenoles. La ecuacion 2, la cual es una ecuacién de regresion cuadratico, es una ecuacion
empirica de la cantidad de polifenoles respecto a las variables ensayadas.

mg =~ = 0.5231 — 0.1510 X1 — 0.05495X2 + 0.000045X1X2 + 0.00002X? + 0.00011X?
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Tabla 2. Resumen del total de extracciones realizadas para el analisis estadistico con sus respectivas condiciones.

X1 X2 Y
Experimento Relacién Etanol: Agua . . Promedio Polifenoles
(% vIv) Tiempo (min) (mg EAG/ mL)
1 30 45 0.39+0.12
2 50 45 0.32+0.02
3 50 30 0.32+0.06
4 70 15 0.25+0.02
5 50 15 0.29+0.03
6 70 45 0.28+0.02
7 70 30 0.28+0.03
8 30 30 0.30+0.03
9 30 15 0.45+0.02
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Figura 2. Superficie de respuesta concentracién, tiempo / polifenoles

En la Figura 2, se observa el efecto de la concentracion y el tiempo sobre la concentracion de polifenoles. Se
observa que la tendencia de la extraccion de los polifenoles disminuye conforme la concentracion de etanol
aumenta. Respecto al tiempo de exposicién, no se observa diferencias estadisticas significativa, sin embargo,
se aprecia una mayor concentracion a tiempos cortos, en este caso 15 minutos.

Conclusién

Se logr6 la cuantificacion de polifenoles obtenidos de tallo de brocoli. Se evaluaron las variables de tiempo
de exposicion y concentraciéon de solvente a temperatura ambiente. Se observéd que la mayor influencia es

asociada a la concentracion de etanol. Es importante la evaluacion de otros pardmetros que permitan tener
modelos mas complejos para el escalamiento industrial.
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