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Resumen

Los residuos agroindustriales de cascara de pepino (Cucumis sativus) representan una
fuente subvalorada de compuestos bioactivos. El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar la eficiencia de dos métodos no convencionales de extraccion (ultrasonido y
enzimatico) para recuperar clorofila, polifenoles totales, flavonoides y capacidad
antioxidante, analizando el efecto de la temperatura (50°C y 55°C) y el tiempo. Las
muestras de cascara se sometieron a ultrasonido (30 min) y a extraccion enzimética con
pectinasa (80 min). Los compuestos bioactivos se cuantificaron por espectrofotometria y
la capacidad antioxidante mediante los métodos DPPH y ABTS. La extraccion asistida
por ultrasonido demostrd ser mas eficiente, logrando mayores rendimientos en menor
tiempo: clorofila total (0.0242 mg/g a 30 min), polifenoles (86.31 mg GAE/g a 30 min),
flavonoides (0.0987 mg/g a 30 min) y actividad antioxidante DPPH (9.04 ET mM/g a 20
min) y ABTS (54.45 puM/g a 10 min). Si bien la extraccion enzimatica mostré una
liberacion gradual, alcanzando una clorofila maxima de 0.0358 mg/g a los 80 min, su
eficiencia global fue menor. Para el ultrasonido, 55°C favorecid la extraccién, aunque
tiempos prolongados causaron ligera degradacion. Para el método enzimético, 50°C
resulté mas adecuado para la estabilidad de la enzima. Se concluye que la extraccién por
ultrasonido es el método mas efectivo para recuperar compuestos bioactivos de la
cascara de pepino en menor tiempo, apoyando su potencial para aplicaciones industriales

sostenibles.

Palabras claves: Cucumis sativus, residuo, componente bioactivo, capacidad

antioxidante, extraccion por ultrasonido, extraccion enzimatica.

Correos electrénicos:
Tesista: Ximena Hernadndez Martinez, ximenahernandezmartinez407@gmail.com
Asesora principal: Dra. Xochitl Ruelas Chacdn, xruelaschacon@gmail.com



1. INTRODUCCION

Actualmente, la basqueda de alternativas para la utilizacion de residuos agroindustriales
se ha vuelto extremadamente importante debido a la necesidad de reducir su impacto
ambiental, asi como a la necesidad de conservar y extraer recursos de la manera mas
eficiente posible. En este sentido, los residuos de vegetales, en particular el pepino, es
una fuente valiosa de compuestos bioactivos, como polifenoles, flavonoides, clorofilas,
antioxidantes, que se pueden recuperar y aprovechar en diversas aplicaciones, incluso en

la produccion de biopeliculas.

La importancia de la presente investigacion se centra en la disminucion del desperdicio
de alimentos y la generacion de alternativas sostenibles para la elaboracion de materiales
eco-friendly, en este sentido especifico, de la industria alimentaria. Igualmente, se
pretende mejorar el proceso de extraccion, con el uso de ultrasonido y tratamiento
enzimatico, para el aprovechamiento maximo de dichos residuos, con mayor eficiencia y
rentabilidad.

De acuerdo con lo anterior planteamos las siguientes hipotesis:

1.1 Hipotesis
H;: La extraccion por meétodo de ultrasonido, para la extraccion de componentes
bioactivos de residuos de cascara de pepino (Cucumis sativus) serd mas eficiente en

términos de tiempo de extraccion y cantidad de componentes extraidos.

H,: La extraccion por método enzimatico, para la extraccion de componentes bioactivos
de residuos de cascara de pepino (Cucumis sativus) serd mas eficiente en términos de

tiempo de extraccién y cantidad de componentes extraidos.

Para poder comprobar las hipétesis planteadas se requiere establecer los objetivos

siguientes:

1.2 Objetivo general y objetivos especificos

Este trabajo experimental tiene como objetivo general:
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« Evaluar los métodos de extraccion de componentes bioactivos recuperados de los
residuos de pepino: ultrasonido y enzimatico.

Para ello, se plantean objetivos especificos que incluyen:

e Analizar el efecto de dos niveles de temperatura de extraccion y el tiempo de
reaccion para el proceso de extraccion de componentes bioactivos recuperados
de residuos de pepino, empleando el método de ultrasonido y el enzimatico.

e Cuantificar los componentes bioactivos extraidos: clorofila total, flavonoides,
polifenoles y capacidad antioxidante por ambos métodos no convencionales.

e Definir, cudl método es méas efectivo para la extraccion de compuestos

bioactivos.

Si bien en esta investigacion se limitd a residuos de pepino y a los métodos de
ultrasonido y enzimatico, sus alcances obtenidos abren la puerta para continuar
estudiando la aplicacién de estos compuestos en biopeliculas y otros materiales
biodegradables, brindando informacién valiosa para la optimizacion de procesos

sostenibles en la industria alimentaria.

12



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia de los componentes bioactivos en residuos agroindustriales

En la actualidad, los residuos agroindustriales se han descubierto como una fuente rica
de componentes bioactivos; por ello, es importante que se exploten para obtener
beneficios en varios campos, que incluyen la nutricién, la medicina y la industria. Segun
un estudio reciente, se concluye que los subproductos de la agroindustria son ricos
reservorios de compuestos fenolicos, flavonoides, carotenoides y polisacaridos, los
cuales tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas (Caballero
et al., 2019). Por lo tanto, pueden emplearse para disminuir la huella ambiental de los
desechos. Asimismo, una gran oportunidad de la economia circular es su reutilizacion.
Segun la fundacion Ellen MacArthur (2015), dice que la economia circular es una forma
de producir y consumir que busca aprovechar al maximo los recursos y generar la menor
cantidad de residuos posible. En lugar de usar y tirar, este modelo propone reutilizar
materiales y darles una segunda vida dentro del proceso productivo. Asi, se reduce el

desperdicio y se cuida el planeta al mismo tiempo (MacArthur et al., 2015).

El valor e importancia de estos compuestos bioactivos se basa en sus propiedades y
capacidades de mejora de la salud humana y animal. En este &mbito, los extractos de
cascaras de frutas y vegetales, fuentes ricas en polifenoles, han probado ser capaces de
modular la microbiota intestinal y disminuir la susceptibilidad de enfermedades crénicas
como la diabetes y la obesidad. Asimismo, la aplicacion en la industria alimentaria como
aditivos naturales estd tomando protagonismo dada la alta demanda de productos libres

de quimicos sinteticos (Ratu et al., 2023).
2.2 Relevancia del pepino como fuente de compuestos bioactivos.

El pepino (Cucumis sativus) es una hortaliza ampliamente consumida en todo el mundo.
Se come no solo por su frescura y bajo valor calérico, sino también por su alto contenido
de nutrientes y compuestos bioactivos potencialmente beneficiosos para la salud.

Descubrimientos recientes han demostrado que el pepino contiene varios compuestos
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fendlicos, flavonoides, cucurbitacinas y otros fitoquimicos; estos bioactivos son
responsables de las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas del
pepino (Uthpala et al., 2020).

Resulta que el pepino es una fuente importante de compuestos llamados fendlicos, como
los acidos cafeico y ferulico. Estos compuestos tienen un gran poder antioxidante, lo que
significa que nos ayudan a combatir el estrés oxidativo y a prevenir enfermedades
cronicas relacionadas con el dafio celular Pero eso no es todo, estos compuestos no solo
protegen nuestras células de los radicales libres, sino que también pueden influir en
procesos bioldgicos importantes, como la inflamacion y la regeneracion celular (Uthpala
et al., 2020).

Ademas, investigaciones recientes han descubierto algo fascinante sobre las
cucurbitacinas, unos compuestos especiales que se encuentran en plantas de la familia
del pepino (Cucurbitaceae). Estos compuestos no solo le dan al pepino sus propiedades
unicas, sino que también tienen efectos antiinflamatorios e incluso anticancerigenos, lo
que las convierte en candidatas prometedoras para el desarrollo de terapias naturales
(Varela et al., 2022).

Pues ayudan a bloquear la produccion de sustancias que causan inflamacién y regulan
procesos importantes en nuestras células. Ha Ilamado la atencién por su posible papel en
la prevencién del cancer. Un estudio mas reciente, revel6 que los extractos de pepino
contienen sustancias como flavonoides y cucurbitacinas, que pueden "engafiar” a las
células cancerosas para que se autodestruyan (un proceso Ilamado apoptosis) y evitar
que formen nuevos vasos sanguineos para crecer (angiogénesis). Esto sugiere que el
pepino podria ser un gran aliado en dietas orientadas a prevenir enfermedades cronicas,

como el cancer (Varela et al., 2022).

2.3 Generalidades del pepino

2.3.1 Morfologia, taxonomia y origen
El pepino (Cucumis sativus) es una planta que durante miles de afios nos ha acompafiado

como parte esencial en nuestra alimentacion. Su fruto es largo, con un epicarpio duro
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que varia entre el color verde oscuro y amarillo. Su pulpa es acuosa y de sabor
refrescante, también presenta semillas ovaladas en su interior. La planta puede tener
tallos trepadores o rastreros, con hojas asperas y grandes, que tienen zarcillos para
facilitar su crecimiento y soporte. Sus flores son amarillas y se desarrollan en las axilas

de las hojas (Aguirre — Cobefia, et al., 2024).

Taxonomicamente, se clasifica en el reino Plantae, division Magnoliophyta, clase
Magnoliopsida, género Cucumis, y especie Cucumis sativus. (Cafizares & Chasi, 2024)

Es originario del sur de Asia, principalmente de la India desde hace casi 3000 afios
antes. Su cultivo pasé de Europa a estar en América debido al comercio. (Aguirre —
Cobefia, et al., 2024)

2.3.2 Cultivo y produccion
Puede ser cultivado durante todo el afio, siempre y cuando se disponga de riego, a la vez
es facil de adaptarse a climas calidos. Su produccion necesita de un correcto manejo en
cuanto a la fertilizacién y proteccion hacia enfermedades que dafien su productividad
(Cobenia, et al., 2024).

2.3.2 Composicion quimica y nutricional del pepino

Cuadro 1. Composicién quimica del pepino por cada 100 g.

Componente Cantidad por 100 g
Calorias 15 Kkcal
Agua 96 %
Proteinas 0649
Carbohidratos 3649
Fibra 059
Vitamina K 16.4 ug
Vitamina C 2.8 mg
Potasio 147 mg
Magnesio 13 mg

Fuente: Infoagro, et al., 2019.
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El pepino es una hortaliza reconocida por la cantidad de agua que contiene
(aproximadamente un 96 %). Por su bajo contenido caldrico y suficiente fibra es bueno
para el sistema inmune y salud digestiva. Su composicion quimica y nutricional también
es destacada por los polifenoles, flavonoides, clorofila (a y b), entre otros antioxidantes

que aportan beneficios a la salud (Infoagro, et al., 2019).

2.3.3 Composicion quimica y nutricional de la cascara de pepino
El pepino (Cucumis sativus L.) es una de las hortalizas més cultivadas y consumidas a
nivel mundial, apreciado por su frescura y alto contenido de agua. Sin embargo, su
procesamiento genera subproductos, como la céscara, que representan aproximadamente
el 10% del fruto fresco y que, en la mayoria de los casos, son desechados como residuos
(Rodriguez, et al., 2020).

En términos de macronutrientes, la c&scara de pepino presenta una composicion que
refleja su naturaleza como tejido de proteccion. Un estudio reciente de Franco-Guanilo
et al. (2025), enfocado en la valorizaciéon de subproductos vegetales, proporciona datos
relevantes sobre la composicion proximal de matrices similares, donde el contenido de
humedad es el componente mayoritario, seguido de los carbohidratos. Aunque su estudio
se centra en la papa andina, la metodologia empleada para el andlisis proximal es la
misma que se aplica al pepino y permite establecer un marco de referencia para entender

la distribucion de nutrientes en tejidos vegetales.

Especificamente para la cascara de pepino, la investigacion de Rodriguez et al. (2020)

determind su composicion (cuadro 2), revelando que:

Cuadro 2. Composicién quimica de la cascara de pepino en porcentaje.

Compuesto Porcentaje, £DS% (Desviacion Estandar)
Fibra cruda 32.45+0.21%
Proteina cruda 12.28+0.10%
Carbohidratos 9.79+0.10%
Lipidos 1.70+0.06%
Cenizas 6.28+0.05%

Fuente: Rodriguez et al. 2020.
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Esta composicion confirma que la cascara es un subproducto con un perfil
nutricionalmente alto, especialmente rico en fibra y con una contribucion proteica muy

razonable (Rodriguez, et al. 2020).
2.4 Clorofila (tipo ay b)

2.4.1 Definicion y potencial

Cuando observamos la céscara de un pepino, ese color verde caracteristico no es un
simple adorno; es la manifestacion visible de la clorofila. Este pigmento, cuyo nombre
proviene del griego chloros (verde) y phyllon (hoja), es el responsable de capturar la
energia luminica que sostiene la vida en el planeta. En los tejidos verdes como el
epicarpio del pepino, conviven dos formas principales de este pigmento. La clorofila (a),
que representa aproximadamente el 75% de los pigmentos fotosintéticos en vegetales
superiores, actta como el centro de reaccién fotoquimico. Su hermana, la clorofila (b),
cumple un rol igualmente indispensable pero distinto: funciona como un “embudo™
molecular que amplia el espectro de luz capturada y la transfiere eficientemente hacia la
clorofila (a) (Fabrowska, et al., 2020).

La clorofila tiene un panorama en el que deja de ser un simple pigmento para convertirse
en una molécula con maltiples opciones terapéuticas y aplicaciones potenciales, son las
actividades biolégicas como la antioxidante, demostrada por su capacidad para combatir
el estrés oxidativo y proteger las membranas celulares del dafio inducido por
micotoxinas; y la antiinflamatoria, evidenciada en casos de pancreatitis cronica, donde la
administracion de clorofila (a) logré normalizar los niveles de amilasa y aliviar sintomas
como el dolor abdominal (Ulbricht, et al., 2014).

2.4.2 Estructura
Estructuralmente, las clorofilas son moléculas pertenecientes a la clase de las porfirinas.
Poseen una "cabeza" hidrofilica: un anillo tetrapirrélico complejo (anillo de porfirina)
que alberga en su centro un atomo de magnesio (Mg). A esta cabeza se ancla una larga
"cola" hidrofobica: una cadena lateral hidrocarbonada de naturaleza alcohdlica conocida
como fitol. Esta dualidad quimica es la que, en palabras de un trabajo fundamental de

fisiologia de cultivos, define su comportamiento: "ambas consisten en una cabeza de
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Mg-porfirina que es hidrofilica y una cola de fitol que es lipofilica" (Fabrowska, et al.,
2020).

Para ser extraida, la clorofila debe ser "convencida™ de abandonar su entorno lipidico en
la membrana del tilacoide. Esto explica por qué los solventes organicos (acetona, etanol,
metanol) son histéricamente la primera opcion, y han sido ampliamente utilizados en la

investigacion con microalgas (Vanegas et al., 2022).

La diferencia quimica entre la clorofila (a) y la (b) es sutil pero determinante para su
comportamiento espectral y de la mano para su cuantificacion por espectrofotometria
UV-Vis. Mientras la clorofila (a) presenta un grupo metilo (-CHs) en el carbono 3 del
anillo pirrélico 11, la clorofila (b) presenta un grupo formilo (-CHO) en la misma

posicién (Fig. 1) (Vanegas et al., 2022).

X=CHgj - Clorofila a

X=CHO - Clorofila b

Figura 1. Estructura quimica de la clorofila a y clorofila b.

Fuente: Vallejo, et al., 2018.
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2.5 Polifenoles

2.5.1 Definicion y potencial
Se les define formalmente como metabolitos secundarios, un diverso grupo de
compuestos que a diferencia de los primarios (como proteinas o azlcares), no son
esenciales para su supervivencia, sino para la interaccion de la planta con su entorno.
Como bien sefiala Tai et al. (2025) son "un tipo de metabolitos secundarios con
estructura de grupo fenol-hidroxilo en los tejidos vegetales". Por lo tanto, son la
respuesta quimica de la planta al estrés de vivir: la radiacion ultravioleta, la amenaza de

patdgenos o las heridas mecanicas activan su sintesis.

El potencial de los polifenoles se ha convertido en un aliado de la salud humana. En una
investigacion cientifica de Qu et al. (2025) se habla de que una alta ingesta de estos
compuestos puede ejercer un efecto protector. Dentro de sus mdultiples funciones,
destacan como poderosos antioxidantes capaces de neutralizar especies reactivas de
oxigeno y mitigar el estrés oxidativo, un factor clave en el desarrollo de enfermedades
cronicas como las cardiovasculares y neurodegenerativas (Bhardwaj, et al., 2025; Zhang,
et al., 2025).

2.5.2 Estructura
Son caracterizados por poseer al menos un anillo aromatico (fenilo) unido a uno o0 mas
grupos hidroxilo (-OH) (Fig. 2).

OH

HO
OH

Figura 2. Estructura quimica de los polifenoles.

Fuente: Smallops, et al., 2022.
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Se clasifican segin el nimero de anillos y sus elementos estructurales, como los
flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos, entre otros (Fig. 3) (Bhardwaj, et
al., 2025).

[ Flavonoides ] [ Acidos fendlicos ]
(0]
H3CO©/\)\OH
HO HO 9
Acido fertlico OH
Quercetina HO
5 T OH
Trimero de procianidina y
Acido galico
[ Estilbenos ] [ Lignanos ][ Otros ]

O OH

OH _OH
O ML /::::"~. - Q/\M/\/\
HO WA~ { - -
O N ot~ K T NN "o 1. Hidroxitirosol
2l s
N
OH
OH

Lariciresinol Ho oH
trans-Resveratrol - Gingerol

Figura 3. Estructura quimica de las subclases de los polifenoles.

Fuente: Pérez, et al., 2019.
2.6 Flavonoides

2.6.1 Definicién y potencial
Los flavonoides son metabolitos secundarios polifendlicos, sintetizados por las plantas
como respuesta a la presion de su entorno. No intervienen directamente en su
crecimiento, pero son cruciales ya que actuan como filtro solar natural contra la
radiacion UV, como reclamo visual para polinizadores y como escudo quimico frente a
patogenos y herbivoros, destacando ademas sus efectos antiinflamatorios y su potencial

en la proteccién cardiaca y el metabolismo (Duarte, et al., 2025).
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2.6.2 Estructura
Se definen por poseer un esqueleto carbonado fundamental de tipo C6-C3-C6
(difenilpropano), el cual consiste en dos anillos de benceno (anillo A y anillo B) unidos
a través de un anillo heterociclico de tres carbonos (anillo C), lo cual se puede observar
en la figura 4 (Duarte, et al., 2025).

Figura 4. Estructura quimica de los flavonoides.

Fuente: Trujillo, et al., 2012.

La clasificacion de dichos compuestos se realiza en funcion del grado de oxidacion del
anillo heterociclico C y de la posicion del anillo B. Las principales subclases incluyen:
flavonas, flavonoles, flavanonas, isoflavonas, flavanoles (también conocidos como
flavan-3-oles), antocianidinas y sus polimeros, los proantocianidinos. Cada subclase
presenta caracteristicas estructurales distintivas que determinan su funcién bioldgica y

su actividad en los sistemas vegetales y animales (Wang, et al., 2025).

Un cuadro comparativo publicado en la revista Foods, resume los compuestos bioactivos
identificados en diferentes partes de cucurbitaceas, reportando para la cascara de pepino
la presencia de flavonoides, taninos, saponinas, glucosidos y antraquinonas. Pero el dato
mas revelador proviene de un estudio de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) que identifico y cuantificd flavonoides especificos en el fruto entero de pepino.

Los resultados confirmaron la presencia de rutina, quercetina, apigenina y kaempferol,
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con una concentracion total de 2.63 mg/kg, lo que demuestra que el pepino es una fuente
concreta de estos valiosos compuestos (Borecka, et al., 2025).

2.7 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante es una medida fundamental para evaluar el potencial de
compuestos bioactivos extraidos de matrices vegetales, como la cascara del pepino
(Cucumis sativus). Estos compuestos, principalmente polifenoles y flavonoides, son
capaces de neutralizar radicales libres que, de otro modo, inducirian estrés oxidativo y
dafio celular. Wotosiak et al. (2022), sefiala que los métodos ABTS y DPPH son entre
los ensayos mas populares para determinar actividad antioxidante. Su uso conjunto
permite evaluar el potencial antioxidante desde distintos mecanismos de interaccion con
radicales libres, lo cual es fundamental para comparar la eficacia de distintos métodos de

extraccion de compuestos bioactivos.
2.8 Métodos de determinacion de capacidad antioxidante

2.7.1 Método DPPH
El método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) es posiblemente el ensayo mas comun
para evaluar la actividad antioxidante in vitro. Se basa en la capacidad de un extracto
para donar electrones u hidrégenos al radical DPPH, un radical estable con un intenso
color violeta, provocando su decoloracién medida con espectrofotémetro a 517 nm. La
disminucion de absorbancia se interpreta como un incremento en la capacidad de captura

de radicales libres del extracto (Jia, et al., 2024).

2.7.2 Método ABTS
El ensayo ABTS se basa en la formacién del cation radical ABTS (2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)), que presenta un color azul-verdoso intenso.
Cuando un antioxidante esta presente, este radical se reduce y pierde su color, lo cual se

cuantifica con espectrofotémetro a 734 nm (Jia, et al., 2024).

Una de las ventajas mas significativas de este método es su versatilidad, ya que permite
evaluar la capacidad antioxidante de compuestos de diversa polaridad. Esta caracteristica

lo hace especialmente adecuado para muestras complejas, como los extractos de cascara
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de pepino, que pueden contener una mezcla de fitoquimicos hidrofilicos (como ciertos
flavonoides glicosilados) y lipofilicos (como carotenoides o clorofilas) (Jia, et al., 2024).

2.8 Métodos de extraccion de componentes bioactivos

2.8.1 Extraccion convencional
En esencia, la extraccion por solventes se busca "lavar" el material vegetal con un
liquido (el solvente) que sea capaz de disolver y arrastrar consigo los compuestos que
nos interesan (Sun, et al., 2025). La extraccion solido-liquido su principio fundamental
se basa en que los compuestos solubles presentes en la matriz vegetal migran hacia el

solvente en el que estan inmersos (Husaini, et al., 2025).

Dentro de esta categoria, la maceracion es uno de los procedimientos mas simples, que
consiste en dejar el material vegetal en contacto con el solvente a temperatura ambiente
durante un periodo prolongado, con agitacion ocasional o constante. A diferencia de la
maceracion estética tradicional, la maceracion dindmica emplea agitacion mecanica
continua. Este movimiento constante acelera el proceso de transferencia de masa,
permitiendo que el solvente entre en contacto con la superficie de la muestra de manera
mas eficiente (Ojeda, et al., 2024).

2.8.2 Extraccién por ultrasonido
La Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU) se ha posicionado como una de las
tecnologias emergentes mas exitosas y ampliamente adoptadas para la extraccion de
compuestos bioactivos, siendo considerada una técnica de “extraccion verde" por su

eficiencia y reducido impacto ambiental (Ozdemir, et al., 2022).

Para entender por qué el ultrasonido es tan efectivo, hay que imaginar lo que sucede
dentro del liquido donde se sumerge la muestra. Las ondas ultrasonicas, al viajar a través
del solvente, generan ciclos de compresion y expansion. En la fase de expansion, se
forman diminutas burbujas de vacio que crecen hasta que, al cambiar el ciclo, colapsan
violentamente. Este colapso es un evento de una energia increiblemente concentrada
(Vukovi¢, et al., 2025).
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Es decir, la implosién de estas burbujas actia como un "martillo” que rompe las paredes
celulares de la planta, permitiendo que el solvente penetre y arrastre los compuestos del

interior con una facilidad y rapidez inigualables (Vukovi¢, et al., 2025).

Las ventajas de la Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU) son maltiples, Ozdemir et
al. (2022) destaca que "la extraccion asistida por ultrasonido proporciona numerosas
ventajas, incluyendo su facilidad de uso, mayor eficiencia y reproducibilidad, reduccion
del uso de solventes, consumo de energia, costos operativos y tiempo de procesamiento,
mejora de la pureza del producto, mejor proteccion de la bioactividad de los compuestos
termosensibles, y su operatividad a temperatura ambiente y presion atmosférica”. EIl uso
de la potencia y la frecuencia varia dependiendo del material vegetal y los componentes

que se desean extraer.

Los principales factores que influyen en la eficiencia de la UAE incluyen la potencia y
frecuencia ultrasonica, la temperatura, el tiempo de extraccidn, el tipo de solvente. Esta
capacidad de operar en condiciones suaves es crucial para preservar la integridad de
compuestos como flavonoides y polifenoles, que son particularmente sensibles al calor.
(Ozdemir et al., 2022)

2.8.3 Extraccion enzimética
La Extraccion Asistida por Enzimas (EAE) representa un enfoque biotecnolégico,
altamente especifico y respetuoso con el medio ambiente para la recuperacion de
compuestos intracelulares. A diferencia de los métodos fisicos que utilizan fuerzas
mecénicas o térmicas para romper las células, la EAE emplea enzimas hidroliticas para
degradar de manera selectiva los componentes estructurales de la pared celular vegetal
(Sun, et al., 2025).

La pared celular es una barrera compleja formada por polisacaridos como celulosa,
hemicelulosa y pectina, que atrapan los compuestos bioactivos en su interior. Las
enzimas como celulasas, pectinasas, hemicelulasas o su combinacién catalizan la
hidrolisis de estos biopolimeros, debilitando la estructura de la pared y facilitando la
liberacion de su contenido sin someter a los compuestos de interés a condiciones

agresivas de temperatura o pH (Silva, et al., 2025).

24



En este caso la pectinasa, su accion es tan especifica y suave que, al degradar
selectivamente la pectina, liberan el contenido celular sin dafiar otros compuestos que

podriamos querer preservar (Silva, et al., 2025).

Un estudio de 2025 sobre la extraccion de compuestos bioactivos del caliz de la rosa
jamaica (Hibiscus sabdariffa) es un ejemplo perfecto de esta precision. Los
investigadores compararon diferentes enzimas y descubrieron que cada una tenia un
talento especial. La pectinasa, en particular, demostré ser la mejor aliada para obtener el
vibrante color de la flor: "La condicidn optimizada reveld que la celulasa (10%, 60 °C)
produjo el mayor contenido de fenoles totales y flavonoides, la pectinasa (15%, 50 °C)
produjo el mayor contenido de antocianinas (127.79 mg/100 g), y la amilasa (3%, 60 °C)
logré la mayor actividad antioxidante". Este hallazgo es fascinante porque muestra que
no se trata solo de "romper la pared", sino de hacerlo de manera selectiva (Priyanka, et
al., 2025).

Las ventajas de la EAE son particularmente notables en términos de selectividad y

preservacion de la integridad molecular (Silva, et al., 2025).

Sin embargo, la EAE también presenta desafios especificos. Los parametros criticos para
optimizar incluyen el tipo y concentracion de la enzima, el pH, la temperatura de
incubacion (generalmente entre 40-60°C, el éptimo para la actividad enzimatica), y el
tiempo de tratamiento. El costo de las enzimas y su estabilidad pueden ser limitantes

para la aplicacion industrial (Sun, et al., 2025).
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3. METODOLOGIA

3.1 Recoleccidn y preparacion de muestra

Para la obtencion de residuos de cascaras de pepino, se compraron las unidades en un
mismo supermercado tomando en cuenta que la mayoria posible contara con
caracteristicas similares (sin manchas, frescura, tamafio) para que evitar variabilidad

considerable.

En el caso de la extraccion por ultrasonido, para la preparacién de la muestra, se
utilizaron 10 gramos de cascara de pepino fresco y se molieron junto con 100 mL de
alcohol etilico al 96%, y se realizo por triplicado, considerando un reactor control y el

reactor de tratamiento.

En el caso de la extraccion por método enzimatico, para la preparacion de la muestra,
también se agregaron 10 gramos de céscara de pepino fresco, buffer de acetato a pH 5
junto con la enzima pectinasa, para reactor tratamiento, y buffer de acetato a pH 5 con

10 gramos de céascara de pepino para reactor de control.
3.2 Métodos de extraccion

3.2.1 Extraccién convencional con solvente y ultrasonido
Se utiliz6 un bafio maria de laboratorio para conectar los reactores a una bomba y que de
esta manera circulara el agua uniformemente hasta alcanzar la temperatura establecida,
también se utilizd un bafio ultrasénico para sumergir el reactor tratamiento. Ambos

reactores fueron tapados para evitar su evaporacion.

Durante 30 minutos, se tomaron muestras de 10 mL cada 10 minutos por triplicado (en
tubos de vidrio forrados y con tapa), para observar como evolucionaba la extraccion a lo

largo del tiempo.

3.2.2 Extraccién enzimética
La enzima que se utilizé para la extraccion de los compuestos bioactivos de la cascara de

pepino fue la pectinasa. Para ello, preparamos dos reactores (como se explica en el punto
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3.1), ambos reactores se colocaron en una placa de agitacion y fueron tapados para evitar

su evaporacion.

Se realizd a temperaturas de 50°C y 55 °C, en el momento de afadir la enzima,
empezamos a tomar muestras de 10 mL al tiempo 0, 10, 20, 40, 60, 80 minutos por
triplicado. De este modo, pudimos comparar como la accion de romper la pectina de la
pared celular con la enzima influia en la liberacion de clorofila, polifenoles y

flavonoides a lo largo del tiempo.
3.3 Cuantificacion de componentes bioactivos

3.3.1 Determinacion de clorofila
Para medir la cantidad de clorofila presente, tomamos una porcién de cada muestra, la
mezclamos con acetona al 85% y la llevamos a un volumen conocido en matraces
aforados. Finalmente, colocamos estas soluciones en el espectrofotometro, por
triplicado, para obtener los valores de absorbancia que nos permitirian calcular no solo
la clorofila total, sino también sus formasay b.

3.3.2 Determinacion de polifenoles por método Folin — Ciocalteu

Para los polifenoles se realiz6 por triplicado, a 10 mL de muestra se le afiadieron 10 mL
de acetona al 30%, se agit6 en vortex por 1 minuto a 5000 rpm y se dej6 reposar durante
toda la noche en refrigeracion y en ausencia de luz. Al dia siguiente, se centrifugaron las
muestras por 20 minutos a 3000 rpm para obtener un liquido limpio (sobrenadante), de
este liquido se tomaron 400 uL (se utilizo un blanco de 400 pL de agua destilada) y se le
afiadieron 400 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu, se homogenizo y se dejo reposar por 5
minutos, posteriormente se afiadieron 400 pL de carbonato de sodio 0.01M, de nuevo se
homogenizaron las muestras y se dejaron reposar por 5 minutos, finalmente se
adicionaron 2 mL de agua destilada para medir inmediatamente en el espectrofotdmetro
a 725 nm.

3.3.3 Determinacion de flavonoides
Se realiz6 por triplicado con el método de tricloruro de aluminio utilizando como

estandar la Quercetina, en donde a 1 mL de muestra con 1 mL de tricloruro de aluminio
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(AICI3) al 2%, se dejo que reaccionaran durante una hora a oscuridad y a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo se midid en espectrofotometro la absorbancia a 420 nm.

3.4 Determinacion de capacidad antioxidante

3.4.1 Preparacion de las muestras para determinar capacidad antioxidante
Se homogenizé 10 mL de muestra con 100 mL de metanol al 80% en un agitador
durante 30 minutos en ausencia de luz. Posteriormente se centrifugé a 3000 rpm a 25°C
durante 20 minutos, el precipitado fue descartado y el sobrenadante fue utilizado para la

determinacion de capacidad antioxidante.

3.4.2 Método DPPH
Se calibrd con un blanco de 1.5 mL de metanol al 80%, y como absorbancia control 1.5
mL de DPPH-MeOH. A 0.05mL (50 pL) de muestra se le adicion6 1.45 mL (1,450 uL)
de solucién de DPPH, se agitd vigorosamente y se mantuvo en obscuridad por 30
minutos. Posteriormente se leyo y se registro la lectura de absorbancia a una longitud de
onda de 517 nm.

3.4.3 Método ABTS
Se utilizé un blanco con 2 mL (2,000 uL) de buffer de acetato con un pH 5, para el
control de absorbancia se anadié 2.2 mL (2,200 uL) de agua destilada con 0.8 mL (800
pL) de solucion radical ABTS-Buffer. Y para las muestras se utilizo 0.2 mL (200 uL) de
muestra mas 2 mL (2,000 pL) de agua destilada y 0.8 mL (800 pL) de la solucién radical
ABTS-Buffer. Posteriormente, después de 3 minutos de reposar las muestras, se ley6 y

se registrd la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 734 nm.

3.5 Andlisis estadisticos
Los experimentos se realizaron bajo un disefio completamente al azar (DCA) para cada

método de extraccion evaluado, y se llevaron a cabo por triplicado.

Para determinar diferencias significativas entre los tratamientos (temperaturas y tiempos
de extraccion), se aplico un anélisis de varianza (ANOVA) utilizando el software
estadistico InfoStat. Se realizd la prueba de comparacion de medias de Fisher (LSD,

Least Significant Difference) para identificar qué tratamientos diferian entre si.

28



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cuantificacion de componentes bioactivos

4.1.1 Clorofila

Extraccion asistida por ultrasonido:

El contenido de clorofila aument6 progresivamente en ambas temperaturas, alcanzando
valores de 0.0233 mg/g (50°C) y 0.0242 mg/g (55°C) a los 30 minutos. La temperatura
de 55°C favorecié una mayor extraccion, alcanzando valores superiores desde los
primeros tiempos de tratamiento (Fig. 5). Ozdemir et al. (2022) sefiala que "la extraccion
asistida por ultrasonido proporciona numerosas ventajas, incluyendo su facilidad de uso,
mayor eficiencia y reproducibilidad, reduccion del uso de solventes y tiempo de
procesamiento”. Este efecto se atribuye a la cavitacidn ultrasénica que rompe las paredes

celulares, facilitando la liberacion de los compuestos.
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Figura 5. Contenido de clorofila por medio de extraccion asistida por ultrasonido a

temperatura de 50°C y 55°C a tiempos de 0 a 30 minutos.
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Extraccion enzimética:

El contenido de clorofila extraido aumentd progresivamente con el tiempo en ambas
temperaturas. De acuerdo con la figura 6, a la temperatura de 50°C, se observo un
incremento constante desde 0.0182 mg/g hasta 0.0358 mg/g a los 80 minutos. A 55°C, la
extraccion mostré un aumento hasta los 60 minutos, alcanzando un valor de 0.0259
mg/g, para luego descender a 0.0227 mg/g a los 80 minutos. Este comportamiento
sugiere que a 55°C, aunque inicialmente acelera la liberacion, puede ocurrir una
degradacion térmica de las clorofilas en tiempos prolongados. Segun Fabrowska et al.
(2020), "las clorofilas son moléculas termosensibles que pueden degradarse a feofitinas

cuando se exponen a temperaturas elevadas durante periodos prolongados".
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Figura 6. Contenido de clorofila por medio de extraccion enzimatica a temperatura de
50°C y 55°C a tiempos de 0 a 80 minutos.

4.1.2 Polifenoles

Extraccion asistida por ultrasonido:

El contenido de polifenoles extraidos por ultrasonido mostrd que, a 50°C, aumentd de
49.73 mg GAE/g a 84.31 mg GAE/g a los 30 minutos (Fig. 7). A 55°C, se alcanz6 un
valor maximo de 86.31 mg GAE/g también a los 30 minutos. Estos valores son
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considerablemente superiores a los obtenidos por extraccion enzimatica, lo que
demuestra la alta eficiencia del ultrasonido para la extraccion de compuestos fenolicos.
Se destaca que la capacidad antioxidante esta directamente relacionada con el contenido
de polifenoles, lo que sugiere que los extractos obtenidos por ultrasonido presentarian

una mayor actividad bioldgica (Jia, et al., 2024).
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Figura 7. Contenido de polifenoles por medio de extraccién asistida por ultrasonido a

temperatura de 50°C y 55°C a tiempos de 0 a 30 minutos.
Extraccion enzimatica:

Los polifenoles presentaron el incremento mas pronunciado con el tiempo de extraccion.
En la figura 8 se puede observar que a 50°C, el contenido aument6 de 19.06 mg GAE/g
a 34.75 mg GAE/g a los 80 minutos. A 55°C, se observd un aumento constante desde
18.75 mg GAE/g hasta 28.46 mg GAE/g a los 80 minutos, aunque con un valor
ligeramente inferior al obtenido a 50°C. Este patrén sugiere que la temperatura de 50°C
es mas adecuada para la extraccion enzimatica de polifenoles, posiblemente por una
mayor estabilidad de la enzima y los compuestos a esta temperatura. Silva et al. (2025)
destaca que "la extraccion asistida por enzimas emplea enzimas hidroliticas para

degradar de manera selectiva los componentes estructurales de la pared celular vegetal”,
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lo que explica la mayor liberacion de compuestos fenolicos al romperse las estructuras

pécticas que los retienen.
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Figura 8. Contenido de polifenoles por medio de extraccidén enzimatica a temperatura de
50°C y 55°C a tiempos de 0 a 80 minutos.

4.1.2 Flavonoides
Extraccion asistida por ultrasonido:

Se observo que, a 50°C, los valores aumentaron de 0.0518 mg/g en tiempo cero a 0.0883
mg/g a los 30 minutos. A 55°C, el incremento fue aun mas pronunciado, alcanzando
0.09878 mg/g a los 30 minutos. Este comportamiento evidencia que la combinacion de
ultrasonido y temperatura moderada (55°C) potencia significativamente la liberacién de
flavonoides desde la matriz vegetal. Borecka y Kara$ et al. (2025) reportaron en una
revision exhaustiva que el fruto entero de pepino contiene una concentracion total de
flavonoides (rutina, quercetina, apigenina y kaempferol) de 62.63 mg/kg. Comparado
con este valor, la extraccion de nuestro experimento (98.78 mg/kg) representa una
concentracion superior. Considerando que la cascara representa solo una fraccion menor
del peso total del fruto (aproximadamente un 5-10%), este valor tan elevado en una

biomasa tan reducida demuestra que la cascara actlla como un érgano de acumulacién de
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flavonoides, alcanzando una concentracion muy superior a la reportada para la pulpa.

Esto justifica su aprovechamiento como subproducto de alto valor.
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Figura 9. Contenido de flavonoides por medio de extraccion asistida por ultrasonido a

temperatura de 50°C y 55°C a tiempos de 0 a 30 minutos.
Extraccion enzimatica:

La extraccion de flavonoides mostré un comportamiento similar en ambas temperaturas.
A 50°C, el contenido aument6 de 0.0125 mg/g en tiempo cero a un maximo de 0.0477
mg/g a los 60 minutos. A 55°C, se observé un incremento gradual hasta 0.0379 mg/g a
los 60 minutos, con una ligera disminucion a los 80 minutos (0.0362 mg/g) (Fig. 10).
Este comportamiento coincide con lo reportado por Priyanka et al. (2025), quienes
encontraron que "la pectinasa (50 °C) produjo el mayor contenido de antocianinas
(127.79 mg/100 g)" en extractos de caliz de rosa Jamaica, demostrando la efectividad de

esta enzima a temperaturas moderadas.
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Figura 10. Contenido de flavonoides por medio de extraccion enzimatica a temperatura
de 50°C y 55°C a tiempos de 0 a 80 minutos.

4.1.4 DPPH
Extraccion asistida por ultrasonido:

En la figura 11 se presenta el comportamiento de la actividad antioxidante DPPH
durante la extraccion asistida por ultrasonido a 50°C y 55°C. A 50°C, los valores de
capacidad antioxidante aumentaron desde 5.10 ET mM/g en tiempo cero hasta un
méaximo de 7.54 ET mM/g a los 30 minutos. A 55°C, se observo un comportamiento
diferente: los valores aumentaron rapidamente desde 5.79 ET mM/g hasta alcanzar 9.04
ET mM/g a los 20 minutos, para luego descender ligeramente a 8.04 ET mM/g a los 30

minutos.

Este comportamiento indica que la combinacién de ultrasonido y temperatura moderada
(55°C) permite una liberacién rapida de compuestos antioxidantes en los primeros 20
minutos, alcanzando su punto maximo a este tiempo. Sin embargo, tiempos prolongados
(30 minutos) podrian causar una ligera degradacion de algunos compuestos

termosensibles.
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Ozdemir et al. (2022) sefialan que la extraccion asistida por ultrasonido proporciona
"mejor proteccion de la bioactividad de los compuestos termosensibles”, aunque
nuestros resultados sugieren que existe un tiempo optimo (20 minutos a 55°C) mas alla

del cual la actividad antioxidante puede comenzar a disminuir.
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Figura 11. Actividad antioxidante DPPH por medio de extraccidn asistida por

ultrasonido a temperatura de 50°C y 55°C a tiempos de 0 a 30 minutos.

Extraccion enzimatica:

En la figura 12, 50°C, se observd un ligero incremento desde el tiempo 0 (5.133 ET
mM/g) hasta alcanzar un valor maximo a los 10 minutos (5.136 ET mM/g), seguido de

una disminucion gradual hasta los 80 minutos (5.129 ET mM/g).

A 55°C, el comportamiento fue diferente. Se observo un valor maximo a los 20 minutos
(5.134 ET mM/g), seguido de una disminucion progresiva hasta alcanzar el valor méas
bajo a los 80 minutos (5.126 ET mM/qg). La diferencia entre el valor maximo (20 min) y
el minimo (80 min) fue estadisticamente significativa (p < 0.05), lo que confirma que el
tiempo de extraccion influye en la actividad antioxidante de los extractos obtenidos por
este método. Esto sugiere que la temperatura de 50°C es mas adecuada para preservar la

actividad de la enzima pectinasa o la integridad de los compuestos antioxidantes
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liberados. Ademas, Fabrowska et al. (2020) sefiala que "las clorofilas son moléculas
termosensibles que pueden degradarse a feofitinas cuando se exponen a temperaturas
elevadas durante periodos prolongados”, lo que podria explicar la disminucion de

actividad antioxidante a 55°C en tiempos prolongados.
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Figura 12. Actividad antioxidante DPPH por medio de extraccion enzimatica a
temperatura de 50°C y 55°C a tiempos de 0 a 80 minutos.

415 ABTS

Extraccion asistida por ultrasonido:

En la figura 13 se presenta la actividad antioxidante ABTS durante la extraccién asistida
por ultrasonido. A 50°C, los valores de capacidad antioxidante se mantuvieron
relativamente constantes durante los 30 minutos de extraccidn, con valores que oscilaron
entre 0.50 y 0.52 ET puM/g. A 55°C, se observé un comportamiento mas interesante: los
valores aumentaron desde 0.50 ET uM/g en tiempo cero hasta alcanzar un maximo de
0.54 ET pM/g a los 10 minutos, para luego descender progresivamente hasta 0.50 ET
puM/g a los 20 minutos y 0.50 ET uM/g a los 30 minutos.

Este comportamiento sugiere que la actividad antioxidante medida por ABTS alcanza su

punto maximo en tiempos muy cortos (10 minutos) a 55°C, lo que indica que los
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compuestos responsables de esta actividad son liberados rapidamente por la accién del
ultrasonido. La posterior disminucion podria deberse a la degradacién o transformacion

de estos compuestos con el tiempo.
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Figura 13. Actividad antioxidante ABTS por medio de extraccidn asistida por
ultrasonido a temperatura de 50°C y 55°C a tiempos de 0 a 30 minutos.

Extraccion enzimaética:

En la figura 14 se muestra la actividad antioxidante ABTS durante la extraccion
enzimatica. A 50°C, los valores aumentaron desde 0.41 ET uM/g en tiempo cero hasta
alcanzar un maximo de 0.48 ET uM/g a los 20 minutos, para luego descender
progresivamente hasta 0.33 ET pM/g a los 80 minutos. A 55°C, se observd un
comportamiento similar, con un valor maximo de 0.42 ET uM/g a los 20 minutos,

seguido de una disminucion hasta 0.29 ET pM/g a los 80 minutos.

Esto sugiere que la pectinasa logré liberar compuestos con capacidad de reaccionar con
el radical ABTS, alcanzando un méaximo a los 20 minutos, para luego disminuir

posiblemente por degradacion de los compuestos liberados.
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Jia et al. (2024) sefialan que "una de las ventajas mas significativas del método ABTS es
su versatilidad, ya que permite evaluar la capacidad antioxidante de compuestos de

diversa polaridad™, incluyendo tanto compuestos hidrofilicos como lipofilicos.
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Figura 14. Actividad antioxidante ABTS por medio de extraccion enzimatica a
temperatura de 50°C y 55°C a tiempos de 0 a 80 minutos.
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5. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio, se concluye lo siguiente:

El método de extraccion asistida por ultrasonido demostré ser més eficiente que el
método enzimatico en términos de tiempo de extraccion y cantidad de compuestos
bioactivos extraidos (polifenoles, flavonoides y capacidad antioxidante). Esto se
evidencio en valores superiores de clorofila (0.0240 mg/g), polifenoles (86.31 mg
GAE/qg), flavonoides (0.0987 mg/g) y actividad antioxidante DPPH (9.04 ET mM/g) y
ABTS (54.45 uM/g), alcanzados en menor tiempo.

Por lo tanto, se acepta la Hipdtesis 1 (H:) planteada al inicio: "La extraccion por método
de ultrasonido serd mas eficiente en términos de tiempo de extraccién y cantidad de

componentes extraidos".

Respecto a la Hipdtesis 2 (Hz), si bien el método enzimatico permitié una liberacion
gradual y selectiva de compuestos, alcanzando buenos rendimientos en clorofila (0.0358
mg/g a 80 min) y flavonoides (0.0477 mg/g a 60 min), su eficiencia fue menor en
comparacion con el ultrasonido tanto en tiempo como en concentracion maxima de la
mayoria de los compuestos evaluados. Por ello, la H2 se rechaza bajo las condiciones

experimentales establecidas.

Sobre el efecto de la temperatura y el tiempo, para el ultrasonido, la temperatura de 55°C
favorecio una extraccion mas rapida y con mayores rendimientos en la mayoria de los
compuestos, aunque tiempos prolongados pueden provocar una ligera degradacion de
compuestos termosensibles, como se observé en la capacidad antioxidante DPPH y
ABTS. Para el método enzimatico, la temperatura de 50°C resulté méas adecuada que
55°C, ya que permitié una mayor estabilidad de la enzima pectinasa y de los compuestos
extraidos, especialmente en tiempos prolongados (60-80 min). La temperatura de 55°C
mostrd una disminucién en la extraccion de clorofila y capacidad antioxidante a tiempos

superiores a 60 minutos, probablemente por degradacién térmica.

Sobre la cuantificacion de compuestos bioactivos, la cascara de pepino (Cucumis

sativus) es una fuente valiosa de clorofila, polifenoles, flavonoides y compuestos con
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capacidad antioxidante, lo que justifica su aprovechamiento como residuo agroindustrial
de alto valor. Los valores de flavonoides obtenidos por ultrasonido (98.78 mg/kg)
superan los reportados en fruto entero de pepino (62.63 mg/kg), demostrando que la

cascara actia como un organo de acumulacion de estos compuestos.
Recomendaciones finales:

e Para aplicaciones que requieran alta concentracion de compuestos bioactivos en
poco tiempo, se recomienda el método de ultrasonido a 55°C durante 20-30
minutos.

e Para aplicaciones que requieran mayor selectividad y condiciones mas suaves
(preservacion de compuestos sensibles), el método enzimatico a 50°C durante 60
minutos es una alternativa viable.

e Se recomienda continuar con estudios de aplicacién de estos extractos en
biopeliculas y materiales biodegradables, asi como evaluar la estabilidad de los
compuestos extraidos a lo largo del tiempo.
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