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ABREVIATURAS

ROS Especies reactivas de oxigeno
ATP Adenosin Trifosfat

US Ultrasonido

LV Luz visible

UV Luz ultravioleta

UV-C Luz ultravioleta de onda corta
UV-B Luz ultravioleta de onda media
CFT Compuestos fendlicos totales
CA Capacidad Antioxidante

RL Radicales libres
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RESUMEN

En las Ultimas décadas, el sector agricola ha experimentado cambios
importantes en materia econdémica, social y ambiental que a su vez han influido en
el desarrollo de diversas industrias, incluyendo la alimentaria, farmacéutica, de
perfumeria, higiene personal, entre otras. En términos generales, las actividades
agricolas han aumentado en produccién y valor econémico; sin embargo, con
frecuencia el aprovechamiento de la planta no es integral, pues solo se utilizan
aguellas partes comestibles por el ser humano y, por consiguiente, se generan
subproductos que son utilizados parcialmente, con frecuencia como alimento o
forraje para animales y en ocasiones, simplemente desechados cerca de los campos
de cultivo. Recientemente la atencion de diversos proyectos de investigacion se ha
centrado en el desarrollo de estrategias de aprovechamiento de desechos
agroindustriales; con frecuencia, las partes no aprovechadas de la planta poseen
constituyentes que pueden ser empleados como materia prima de diversos
productos o bien como fuente de ciertos compuestos bioactivos de interés. Para
Puebla, un caso de particular interés es el brécoli; el estado es uno de los productores
mas importante de este vegetal, cuyas hojas ricas en antioxidantes son eliminadas
en cuanto se separa la inflorescencia (la parte comestible de la planta, la cual
representa el 30% del total).

Una de las alternativas exploradas como estrategias de aprovechamiento de
compuestos bioactivos en productos de origen vegetal es la aplicacion de barreras
diversas que funciones como un factor abiético que potencien la concentracién de
estas sustancias. Los factores abidticos son estimulos del medio ambiente que
influyen en las plantas provocando una alteracion en el metabolismo celular; esto
implica un estrés y como consecuencia un efecto reversible o irreversible.
Recientemente, procesos tradicionales (reduccion de concentracion de oxigeno,
dafios mecanicos) y tecnologias emergentes como ultrasonido y luz ultravioleta han
sido estudiadas y evaluadas como factores de estrés abiotico para potencializar la
concentracion de compuestos bioactivos presentes en subproductos o desechos de
las plantas. De tal forma, que el objetivo de este proyecto fue utilizar las tecnologias



de ultrasonido, luz ultravioleta de onda corta y luz azul como generadores de estrés
abidtico en hojas de brocoli (Brassica oleracea var. italica), con la finalidad de evaluar
su efecto en la concentracion de pigmentos (clorofila a y clorofila b), compuestos
fendlicos y su actividad antioxidante. El proyecto se desarroll6 en tres etapas: en la
primera etapa se disefid un dispositivo para procesar las hojas de brdcoli recién
cortadas en medio acuoso con ultrasonido de alta potencia (24 kHz); se emplearon
4 diferentes tiempos de sonicacion (30,60,90 y 120 s) a diferentes amplitudes de
onda (50, 75, y 100%), se cuantifico la concentracion de pigmentos (clorofila a y
clorofila b) a través de la prueba de carotenoides, compuestos fendlicos totales por
el método Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante se determind por el ensayo
DPPH. En una segunda etapa se realizaron los tratamientos con luz ultravioleta de
onda corta y luz azul, con diferentes tiempos de exposicion de las hojas (30,60, 90 y
120 s), evaluando la concentracién de compuestos que se cuantificaron en la primera
etapa. Finalmente, en la tercera etapa se realiz6 una combinacion de tratamientos
utilizando para luz azul un tiempo de 90 sy para ultrasonido amplitudes de 50 y 100%
con tiempos de 30 y 60 s. Los resultados muestran incrementos en porcentaje de
pigmentos (clorofila a y clorofila b), compuestos fendlicos y actividad antioxidante,
respecto a las muestras control. De esta manera, las tecnologias de ultrasonido y luz
ultravioleta pueden ser consideradas como técnicas promisorias para incrementar la
concentracion de compuestos bioactivos en hojas de brécoli y permitir su

aprovechamiento.



INTRODUCCION

En México, la produccién de brocoli genera importantes cantidades de
desechos agroindustriales, ya que la parte comestible de la planta es la
inflorescencia siendo una tercera parte del total, lo cual deja dos terceras partes
como residuos gque son utilizados en la alimentacion para animales. Sin embargo,
estos desechos son fuente de investigacion de compuestos fitoquimicos de interés,
como antioxidantes, vitaminas y minerales. En el caso especifico de Puebla, es uno
de los mas importantes productores de hortalizas, en la produccion del brocoli ocupa
la tercera posicion a nivel nacional. La planta del brdcoli es rica en compuestos
bioactivos que influyen en la actividad celular y en mecanismos fisiologicos del ser
humano; su consumo estad asociado con la reduccidon en el riesgo de padecer
enfermedades crénico-degenerativas, tales como, diabetes mellitus, enfermedades
cardiovasculares y cancer. Estos compuestos bioactivos se clasifican de acuerdo a
las funciones de proteccién bioldgica que ejercen y a sus caracteristicas fisicas y
guimicas. Entre estas categorias se encuentran los terpenos (carotenoides), fenoles
(flavonoides, antocianinas, catequinas, acidos galicos e isoflavinas) y tioles
(glucosinolatos e indoles). Recientemente las tecnologias emergentes utilizadas en
los procesos de alimentos, incluyendo altas presiones hidrostaticas, campos
eléctricos pulsados, pulsos luminosos de alta intensidad, campos magnéticos
oscilantes, ultrasonido e irradiacion de luz ultravioleta, se han propuesto como

nuevos enfoques para potencializar el contenido de compuestos antioxidantes.

La Facultad de Ingenieria Quimica oferta la licenciatura en Ingenieria
Agroindustrial en la zona de Actazingo, area estratégica en la produccion de brocoli.
En este sentido, este proyecto busca dar una alternativa viable para el
aprovechamiento de los desechos agroindustriales del brécoli de esta region. El
objetivo de esta investigacién es evaluar el contenido de pigmentos (clorofila a y
clorofila b), compuestos fendlicos y actividad antioxidante en hojas de brdécoli,
sometiéndolas a estrés abidtico por medio de ultrasonido y luz ultravioleta de onda

media.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la concentracion de compuestos fendlicos, de clorofila a, clorofila b y
capacidad antioxidante en hojas de brécoli (Brassica oleracea var. italica) sometidas

a estrés abidtico por medio de ultrasonido de potencia, luz ultravioleta y visible.

Objetivos Especificos

v' Analizar el contenido de compuestos bioactivos selectos (clorofila a y b,
compuestos fenodlicos y capacidad antioxidante) en hojas de brécoli.

v' Evaluar los cambios en las concentraciones de compuestos bioactivos y
actividad antioxidante sometiendo las hojas de brdcoli a estrés abiético por
ultrasonido de potencia.

v' Evaluar los cambios en las concentraciones de compuestos bioactivos y
actividad antioxidante sometiendo las hojas de brdcoli a estrés abidtico por luz
UV-C.

v' Evaluar los cambios en las concentraciones de compuestos bioactivos y
actividad antioxidante sometiendo las hojas de brocoli a estrés abidtico por luz

visible.



I. MARCO TEORICO
1.1 Generalidades de antioxidantes

En los Ultimos afios se han relacionado a las enfermedades cronicas
degenerativas como cancer, enfermedades cardiovasculares (corazén y vasos
sanguineos), osteoporosis, degeneracion muscular y diabetes con procesos de
oxidacion celular (Rao, et al. 1999). La generacién de especies reactivas y otros
radicales libres (ROS) durante el metabolismo es un proceso necesario y normal que
se compensa con un sistema antioxidante endégeno, sim embargo, debido a factores
del medio ambiente, estilo de vida (obesidad, inactividad fisica y dieta poco
saludable), situaciones patoldgicas (factores genéticos y edad) y el exceso de
radicales, se pueden acumular dando como resultado el estrés oxidativo (Ash &
Catignani, 2010). Investigaciones epidemiolégicas mencionan que la ingesta
nutricional insuficiente puede jugar un papel importante en desarrollo de dichas
enfermedades, por lo que se sugiere la captacion de antioxidantes exdgenos para
interferir benéficamente con el estrés oxidativo (Mangge, et al., 2014). El consumo
de frutas y verduras median su efecto benéfico a través de varios mecanismos que
incluyen el metabolismo, la modulacion inmune y la induccién hormonal; por lo que
son considerados antioxidantes que pueden dificultar los procesos oxidativos y de
estrés oxidativo (Rao & Rao, 2007).

Los antioxidantes son moléculas quimicas que, en bajas concentraciones
capaces de inhibir o prevenir la oxidacion en otras moléculas (Gdlcin, 2012). En
términos de alimentos se define como cualquier sustancia que se encuentra presente
en bajas concentraciones reaccionando con un sustrato oxidable y como resultado
se inhibe la oxidacion del sustrato. (John W. Finley, 2011). Algunos reglamentos
sobre aditivos alimentarios mencionan que un antioxidante prolonga la vida util de un
alimento, protegiéndolo contra el deterioro inducido por la oxidacion, tal es el caso
como la rancidez de lipidos y cambios de color. Los antioxidantes no se limitan a un
grupo especifico de sustancias o mecanismo especifico de accion, actualmente su
uso se ampliado a enzimas antioxidantes de fijacion de hierro y proteinas de

transporte y otros compuestos que afectan a la transduccion de sefales y la



expresion génica (Bartosz, 2014). Desde un enfoque médico, los antioxidantes son
considerados como naturales y podrian definirse como las sustancias o compuestos
que poseen varios tipos de propiedades antioxidantes y que se producen en los
organismos vivos y también pueden formarse en alimentos de origen vegetal post
cosecha y en el caso de alimentos de origen animal se pueden formar post mortem
(Bartosz, 2014).

1.1.1 Proceso de oxidacion

La oxidacion de los alimentos es un proceso que causa un deterioro
principalmente en lipidos y otros compuestos organicos con abundancia de
instauraciones y que es perjudicial ya que afecta la calidad sensorial, la vida util y el
valor nutritivo de los productos; esta oxidacion se lleva a cabo por diversas variables
como la susceptibilidad y estructura molecular de los lipidos, el estado fisico, las
reacciones de iniciacion, presencia de lipidos oxidados entre otros (Branen, et al.
2002).

La oxidacion afecta a todos los organismos, plantas, animales y esta también
se produce naturalmente en el cuerpo humano (exceso o falta de ejercicio, estrés,
tabaquismo, obesidad, etc.) que contribuye al desarrollo de enfermedades crénicas,
sin embargo, existe evidencia cientifica sobre el consumo de antioxidantes y las

mejoras sobre el estado oxidativo (Diaz-Rubio, et al. 2015).

Los antioxidantes comprenden una amplia variedad de compuestos en los
alimentos de origen vegetal, que generan un efecto en la salud, se ha informado que
(ROS) se incrementan en el corazén provocando enfermedades como la
aterosclerosis e insuficiencia cardiaca, la presencia de enzimas antioxidantes

disminuye la descompensacion en el corazon (Takano, et al. 2004).



1.1.2 Radicales libres y especies reactivas del oxigeno

La oxidacion es la transferencia de electrones de un atomo a otro; este
proceso es esencial en los organismos vivos y en el metabolismo, ya que el oxigeno
es el aceptor de electrones el cual produce energia en forma de ATP (adenosin
trifosfato). Sin embargo, pueden surgir complicaciones cuando el flujo de electrones
se convierte en desacoplado es decir hay electrones desapareados generando
radicales libres (Glilcin, 2012). Los procesos oxidativos en los organismos dan lugar
a los radicales libres (RL) y otras especies reactivas de oxigeno (ROS) que son
moléculas en la que en su estructura atbmica presenta un electron desapareado o
impar en el orbital mas externo, generando una alta inestabilidad. En la Tabla 1 se

muestran las principales especies reactivas reportadas.

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno, especies reactivas de nitrdgeno y especies
no radicales (Giilcin, 2012).

Radicales No Radicales

Superéxido (OFLy Peroxido de H20:2
hidrégeno

Radical HO- Oxigeno singulete 102

hidroxilo

Radical peroxilo HO2e Ozono Os

Radical lipidico L Hidroperoxido LOOH
lipidico

Radical lipidico  LOO Hipoclorito HOCL

peroxilo

Radical peroxilo ROO Peroxinitrito ONOO -~

Radical lipidico LO Dinitrogeno triéxido  N20s3

alcoxilo

Dibxido de NO2e Acido Nitroso HNO>

Nitrogeno

Oxido nitrico NO - Cloruro de nitrilo NO:Cl

Cation nitroixlo  NO + Anién nitroxilo NO~

Radical Tiilo RS Acido peroxinitroso  ONOOH




Radical Proteico Oxido nitroso N2O

1.1.3 Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se entiende como el desequilibrio entre la produccién y la
manifestacion de las (ROS) y la capacidad de un sistema biol6gico para desintoxicar
los intermediarios reactivos o bien para reparar el dafio ocasionado; tales especies
reactivas u oxidantes se forman como producto normal del metabolismo aerdbico La
concentracion de antioxidantes se reduce debido a las enzimas antioxidantes
mutadas, toxinas, o la reduccién en la ingesta de antioxidantes naturales (Sies,
1997). Es importante tener en cuenta el estrés oxidativo ya que sus implicaciones
pueden llegar ser muy amplias y como consecuencia implican alteraciones de la
relacion estructura-funcion en cualquier O6rgano, sistema o0 grupo celular
especializado; por lo tal motivo se reconoce como un mecanismo general de dafio
celular, que esta asociado con la fisiopatologia primaria o la evolucion de un nimero

creciente de entidades y sindromes de interés de salud publica (Gulcin, 2012).

1.2 Tipos de antioxidantes

Los compuestos antioxidantes pueden eliminar los radicales libres y aumentar
la vida util retardando el proceso de oxidacion, que es una de las principales razones
de deterioro de alimentos durante el procesamiento y almacenamiento de los
mismos. En los dltimos afios, existe un gran interés para la identificacion de las
fuentes naturales y sintéticas que sean fuentes alternativas seguras de antioxidantes
en los alimentos, por ejemplo, que los antioxidantes naturales sean de origen vegetal
(Glilcin, 2012).

Los antioxidantes segun su procedencia se pueden clasificar como sintéticos

y naturales, éstos se detallan a continuacion.



1.2.1. Antioxidantes Sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son utilizados en la industrializacion/formulacion

de diversos productos como farmaceéuticos, cosmeéticos, alimentos entre otras.

Algunos antioxidantes han sido evaluados en la industria de alimentos para prolongar

la vida util del producto sin afectar sus caracteristicas organolépticas es decir

manteniendo una calidad Optima (Branen, et al. 2002). Sin embargo, estudios

toxicoldgicos de los antioxidantes sintéticos han cuestionado el uso de algunos de

ellos ya que en exceso y/o durante un periodo de uso prolongado, podrian producir

efectos toxicos y por lo tanto un dafio a la salud; por tal motivo los productos naturales

se presentan como sustancias mas saludables y seguras (Shahidi, 2000). En la Tabla

2 se muestra los antioxidantes sintéticos mas utilizados.

Tabla 2. Antioxidantes Sintéticos (Jan Pokorny, 2001).

Nombre Abreviatura Uso Molécula
OH CH
;‘l“- r’l“w :-J“
S Aceite Vegetal [ J e LTJ\I/
Hidroxianisol cl;.“ L.
) BHA Productos Horneados o ) * ]
butilado 4-metoxi-2-tert-butil fenol  4-metoxi-
Y Fritos. )
3-tert-butil fenol
(2-BHA) (3-BHA)
| IS¢
. . Aceite Vegetal - ‘E’ o
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1.2.2. Antioxidantes Naturales

Los antioxidantes naturales se encuentran en muchos alimentos,
principalmente en frutas y verduras, estan presentes en pequefias cantidades y son
capaces de prevenir o retardar la oxidacion de materiales oxidables como lipidos,
proteinas, DNA y carbohidratos (Brewer, 2011). La clasificacion inicial de los
antioxidantes naturales es en enzimaticos (enzimas primarias y secundarias) y no
enzimaticos (minerales, vitaminas, carotenoides, compuestos Sulfurados,

compuestos de bajo peso molecular, cofactores y polifenoles) (Bartosz, 2014).

Recientemente un incremento en el consumo de frutas y verduras en la dieta
habitual se le ha relacionado con la proteccién contra diversas enfermedades (Prior
& Cao, 2000).

Estudios epidemioldgicos revelan los efectos antioxidantes de los flavonoides
y su efecto protector para atenuar los mecanismos inflamatorios que se producen en
enfermedades como la aterosclerosis y trombosis; promoviendo una funcién
endotelial normal, es por ello, que se recomienda el consumo alimentos ricos en
flavonoides ya que aumenta la capacidad antioxidante del plasma y reduce la
actividad plaquetaria (Etherton, et al. 2002).

El estrés oxidativo crénico y acumulativo induce modificaciones perjudiciales
en los componentes macromoleculares, tales como ADN, lipidos y proteinas; existe
evidencia que el consumo de alimentos ricos en antioxidantes reduce las reacciones
adversas y toxicidad en personas que padecen procesos cancerigenos (Fuchs-
Tarlovsky, 20014).

En el mismo sentido, la hiperglucemia promueve la auto-oxidacion de la

glucosa para formar en exceso radicales libres, dando como resultado una disfuncién
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macro y microvascular. El estrés oxidativo juega un papel muy importante en esta
fisiopatologia, de tal forma que diversas investigaciones demuestran que los
antioxidantes pueden tener un efecto benéfico y protector en la enfermedad (Bajaj &
Khan, 2012).

En la Tabla 3 se muestran los antioxidantes naturales que generalmente han

sido asociados con metabolitos secundarios de las plantas.

Tabla 3. Antioxidantes naturales selectos (Bartosz, 2014) modificada.

Antioxidante Propiedades

Actdan como eliminadores de radicales, quelantes de metales, agentes
sinérgicos; son soluble en lipidos: los tocoferoles y tocotrienoles y retinol se
Vitamina C, E, A encuentran en verduras de hoja verde, nueces, semillas, aceites vegetales,

germen de trigo; etc.

Captadores de radicales; ejemplos son antocianidinas: cianidina, delfinidina,
malvinidin, pelarginidin, peonidina, petunidina, sus glicésidos antocianinas;
Antocianinas presente en diversos materiales vegetales, especialmente los que poseen

los colores rojo-azul.

Son compuestos organicos azufrados, las principales fuentes son las
Glucosinolatos plantas de las familias de las cruciferas y son un mecanismo de defensa de

las plantas.

Eficientes eliminadores de radicales, pueden actuar como antioxidantes
secundarios; presentarse en diversos materiales de origen vegetal, se

Flavonoides _ _ i
encuentran en grandes cantidades en frutas, verduras, hierbas y té

Eficientes eliminadores de radicales, pueden actuar como antioxidantes

. N secundarios; ejemplos son clorogénico, cinamico, ferdlico, gélico, elagico,

Acidos fendlicos o o s . ) .
chicorico, rosmarinico, salicilico, cafeico (hidrocinamico); presente en

diersos materiales de origen vegetal.
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Los antioxidantes mas destacados en la dieta son la vitamina C, tocoferoles,

carotenoides y flavonoides. Estos antioxidantes se componen de un numero de

compuestos estructuralmente diferentes, un ejemplo de esto son los mas de 600

carotenoides diferentes que se han identificado hasta el momento y cerca de 50 de

ellos podrian estar presente en la dieta humana. (Guilcin, 2012).

El Acido ascorbico (vitamina C) esta considerado como uno de los mas
poderosos antioxidantes naturales, ya que tiene la propiedad se ser soluble
en agua y se encuentra en altas concentraciones en muchos alimentos o
plantas. El acido ascorbico reacciona eliminando a los radicales libres por
transferencia de electrones. Diversos estudios han mostrado que las
principales fuentes de acido ascoérbico son: las frutas, en especial los citricos,
kiwis, cerezas, melones, y verduras como el tomate, verduras de hoja verde,

brécoli, coliflor, coles de Bruselas y la col (Glcin, 2012).

Los Tocferoles (Vitamina E) representan a una familia de 8 diferentes
isdmeros, siendo el a-tocoferol su forma mas activa. Su principal funcién es la
proteccion contra la peroxidacion lipidica. En recientes investigaciones se ha
demostrado que el a-tocoferol y el acido ascoérbico funcionan juntos en la
reaccion quimica. El a-tocoferol se convierte a un radical por la donacion de
un hidrogeno labil a un lipido o lipido peroxilo radical. (Bartosz, 2014) La
vitamina E se encuentra abundantemente en los aceites vegetales y en los

derivados de margarinas, hojas verdes y vegetales.

Los Carotenoides se encuentran en microorganismos y plantas como
zanahoria, tomate, papa, espinacas, col, acelgas entre otras. La forma mas
comun en la que se encuentran los carotenoides son a-caroteno, B-caroteno,
B-criptoxantina, luteina, zeaxantina y licopeno. Asi mismo estos pueden
reaccionar eficazmente con una variedad de radicales libres, incluyendo
radicales peroxilo y radicales hidroxilos, asi como los radicales de anion

superoéxido (Bartosz, 2014).
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Las Antocianinas son pigmentos que forman parte del grupo de los
flavonoides, son responsables del color rojo, azul y morado en las frutas, estas
poseen propiedades antioxidantes, la forma mas comudn es la cianidina
(Einbond, et al. 2004). Con frecuencia estos pigmentos interactian con otros
fitoquimicos para potenciar los efectos biologicos, de tal forma se consideran

como protectores en una gran variedad de enfermedades (Lila 2004).

Los Glucosinolatos son metabolitos secundarios, en su estructura contiene
compuestos nitrogenados y sulfurados, son quimicamente estables en
condiciones normales, sin embargo, cuando los tejidos vegetales son
danados, se hidrolizan estos compuestos dando lugar a varios productos de
degradacion, tales como isotiocianatos, nitrilos, tiocianatos, epithionitriles y

oxazolidinas (Martinez-Ballesta, et al. 2013).

La clorofila es un pigmento verde que se encuentra en las plantas y algas,
este pigmento es responsable del proceso de fotosintesis (Branen, et al.
2002), es decir, las plantas utilizan la energia del sol para convertirla en CO2
e hidratos de carbono (HC). Este pigmento se clasifica en clorofila a 'y b, estos
dos tipos son encontrados en la naturaleza y ambos absorben principalmente
la luz roja y azul reflejando luz verde (Milenkovic, et al. 2012) El contenido de
clorofila en las hojas de las platas depende del contenido de nitrdgeno foliar
(Hunt, et al. 2013). La estructura de clorofila a y b se muestra en la Figura 1.
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Chlorophyll a R=CH;
Chlorophyll b R=CHO

CH;

CH; CH; CH; CH;

Figura 1 Estructura de la Clorofila (Branen, et al. 2002).

e Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas que

poseen en su estructura quimica al menos un anillo aromatico al que se

encuentra unido uno o mas grupos Hidroxilo. Se clasifican como flavonoides

y no flavonoides. La actividad antioxidante de cada compuesto fendlico puede

ser diferente y dependera de su capacidad de donante-proton (Bartosz, 2014).

A continuacién, se muestra en la Figura 2 la clasificacién y estructura quimica de los

compuestos fendlicos.
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Figura 2. Estructuras quimicas de los principales grupos fendlicos (Bartosz, 2014).

La potencia antioxidante de los compuestos fendlicos se relaciona con su
estructura quimica y su reaccion de deslocalizacion de electrones del ndcleo
aromatico. Para los acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoico, hidroxifenilacéticos y
hidroxicindmicos) y sus derivados de éster, la actividad antioxidante depende del
namero de grupos hidroxilo en la molécula y estos son afectados por el grupo

carboxilato de etilo (Zevallos., 2009).
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e Los flavonoides se encuentran en las hojas, cortezas, semillas y flores. La
antocianina presente en las flores es la responsable de la pigmentacion. La
estructura molecular de los flavonoides se compone de dos anillos de carbono
aromaticos y benzopirano (anillos Ay C) y uno de benceno (anillo B). Los
flavonoides se pueden clasificar en flavonoles (quercetina), flavonas
(luteolina), isoflavonas (genisteina), flavanonas (naringenina), flavanoles

(epigalocatequina), y antocianidinas (cianuracion) (Bartosz, 2014).

1.3 Métodos para determinar la Capacidad Antioxidante

Existen algunos ensayos que pueden ser utilizados para medir la actividad
antioxidante de los componentes en los alimentos. La capacidad antioxidante se
define como la proporcion de la capacidad antioxidante total y el total de compuestos
fendlicos solubles, expresada en pmoles de Trolox (Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico, derivado soluble en agua del a-tocoferol)
equivalentes por umol o miligramo de compuestos fendlicos. Su eficiencia radica en
neutralizar los radicales libres y correspondera a la pendiente de una actividad

antioxidante contra el contenido fendlico (Zevallos., 2009).

La actividad antioxidante en los alimentos estd influenciada por la
temperatura, la composicion del alimento, la estructura del alimento y la

disponibilidad del oxigeno.

En la Tabla 4 se muestran los diversos métodos o ensayos para la determinacién de

antioxidantes.

Tabla 4. Métodos para determinar Capacidad Antioxidante (Zevallos., 2009).

Tipo Ensayo Radical
TBA Acido tiobarbitarico

Peroxidacion de lipidos
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MDA/HPLC Malondialdehido /
Cromatografia liquida de alta resolucion.
MDA/GC Malondialdehido / Cromatografia de Gas

Ensayo por

blanqueo de B-

caroteno
Captacion de Radicales DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
ABTS 3-etilbenzotiazolina-acido sulfonico
Reduccién de Hierro en el FRAP Fe'/Fe'-TPTZ
poder antioxidante
Capacidad de ORAC Capacidad de eliminacion del radical
absorbancia del radical peroxilo

oxigeno.

1.3.1. Método DPPH

El ensayo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es una prueba eficaz y sencilla
para evaluar la actividad antioxidante en el que se utiliza un espectrofotémetro UV-
Visible; para realizar la medicion a 517 nm; este ensayo se basa en la captacion de
radicales libres, es decir, donantes de hidrégeno o electrones, de tal manera que la
intensidad de absorcion se reduce y la solucién de color morado oscuro se decolora

a amatrillo (Bartosz, 2014).

NO 2
o H
0zN N—N o,»-@é—qa—n

1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radicl) 2: Ihip henyipicrvihvdrazine (nonradicul)
Figura 3. Reaccién del radical DPPH (Singh, 2011)
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La reaccidon del radical DPPH se muestra en la Figura 3; otra forma de
comprender la reaccion es representando al radical DPPH por Ze y la molécula
donadora por AH, la reaccion primaria es: Zs + AH = ZH + A« . Se obtiene que ZH es
la forma reducida y Ae es el radical libre producido. Este método se emplea para
medir la capacidad antioxidante de jugos de frutas y vegetales, asi como también se
ha utilizado en investigaciones sobre las propiedades de diversos alimentos tal es el
caso de granos de trigo y salvado, acido linoleico, hierbas, aceites de semillas
comestibles y harinas empleando diferentes sistemas de solventes incluyendo

etanol, acetona, metanol y benceno (Singh, 2011).

1.4 Método para determinar Compuestos Fendlicos totales (CFT)

El ensayo Folin-Ciocalteu (F-C) es un método colorimétrico basado en la
transferencia de electrones entre el reactivo F-C y el contenido de compuestos
fendlicos totales. Este método se generd con el fin de mejorar el ensayo Folin-Denis
(F-D) el cual fue disefiado para determinar la concentracion total de proteinas
mediante la medicion del contenido de tirosina y triptéfano. El principio de ambos
métodos se basa en la reaccion entre el reactivo oxidante y la concentracion de
tirosina y triptéfano, teniendo como resultado la formacién de un color azul
proporcional a la concentracion de proteina. La diferencia entre ambos métodos es
la proporcion de Molibdeno utilizado para preparar el reactivo (Sanchez Rangel,
2013).

El reactivo F-C es formado por una mezcla de molibdato de sodio, tungsteno
de sodio y otros reactivos. La reaccion se mide en el espectrofotometro UV-visible a
765 nm. Este ensayo ha sido utilizado por algunos afos por la industria de alimentos
y agricultura para determinar el contenido fenodlico de plantas. (Everette, 2010).

Durante el ensayo F-C la reaccion que se lleva a cabo entre los compuestos
fendlicos y el reactivo F-C es a un pH aproximado de 10 que reacciona cuando se le
adiciona carbonato de sodio. En estas condiciones bésicas la disociacion de un
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proton fendlico conduce a la formacién de un ion fenolato, el cual es capaz de reducir

al reactivo F-C. como se muestra en la Figura 4.

Reaction at pH~ 10
Ma\vi) + ¢ (fram phenaolics and other reducing compawnds) = Ma(V)

(pH~3) t
|
Sodium Phenolote lons

(PH~3) * carbanate (pH~10]

Figura 4. Reaccién del reactivo de Folin-Ciocalteu (Sdnchez Rangel, 2013).

1.5 Nutraceuticos de las plantas

El término nutraceutico es una combinacién de nutricion y farmacéutica, estos
son sustancias que pueden considerarse como parte de los alimentos y que proveen
un beneficio a la salud en la prevencién de enfermedades. Tales sustancias se
encuentran como nutrientes aislados, suplementos alimenticios, productos herbales
y alimentos que son modificados genéticamente. Algunos nutraceuticos son fibra
dietética, acidos grasos poliinsaturados, proteinas, péptidos, aminoacidos,
minerales, vitaminas y antioxidantes. Las plantas no solo proveen nutrientes
esenciales necesarios para la vida, sino también componentes bioactivos
promotores de salud (Arshad Mehmood Abbasi, 2015).

1.6 Generalidades de Verduras Cruciferas

Las verduras cruciferas son un importante grupo de alimentos que forman
parte de la familia de las Cruciferae del orden botanico Capparales, estas incluyen
al género de las Brassicas. Pertenecen a este grupo las plantas del brocoli, coles de
Bruselas, col china, rdbano, wasabi, mostaza blanca, berros y la coliflor (P. Bansal,
2012).

Los componentes nutricionales de las Cruciferas son proteina en un rango de 1.0 a

3.3% en peso fresco, carbohidratos en un rango de 0.3 a 10% de peso fresco,
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vitaminas (acido ascérbico, acido fdlico, tocoferoles y provitamina A) y minerales
(hierro, calcio, selenio, cobre, magnesio y zinc), lo que respecta a grasa contiene una

cantidad insignificante, menor al 1.00% (Raul Dominguez-Perales, 2010).

El grupo de las Cruciferas contiene un grupo de compuestos bioactivos que
son metabolitos secundarios, estos incluyen compuestos nitrogenados y sulfurados
(glucosinolatos y sulfoxido de cisteina S-metilo) compuestos pigmentados
biologicamente activos (flavonoides, antocianinas y carotenoides), ademas
plifenoles, cumarinas, enzimas antioxidantes y terpenos. Las estructuras quimicas

de estos compuestos se representan en la Figura 5. (Shivapriya Manchalli, 2012)

o0
il
Wh/
Sulforaphane
Glucosinolates Sulfur contaming compounds.

b
o .
‘_"| -
Indole-3 caribino|

3 diindohyimethans

Cynidin-3-glucoside

Quercetin
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Figura 5. Estructura quimica de los principales compuestos en verduras cruciferas
(Shivapriya Manchalli, 2012).

1.7 Generalidades del Brécoli

El brocoli pertenece a la familia de las Brassica Oleracea, su hombre es una
palabra italiana que proviene del latin brachium que significa brazo. En Italia el
término de brécoli es utilizado para nombrar racimos florales comestibles en plantas
brasicas. El origen de los cultivos de brocoli estuvo localizado en la cuenca del
Mediterraneo en la costa este, Asia menor, Italia, Libia y Siria. El cultivo de brocoli
se asienta en zonas con clima templado. Durante la época romana el intenso
intercambio entre numerosos paises, permitio esparcir y modificar el material
genético del brocoli en diversas regiones. Este proceso evolutivo se observo al
buscar la adaptacion a diferentes condiciones de suelo y clima; el cultivo y la
seleccion de genotipos ha tenido un mayor interés en la agroeconomia haciendo
referencia a la calidad y permitiendo la identificacion de los diferentes tipos (Branca,
2008).

El Brocoli (Brassica oleracea var. Italica) ha adquirido considerable relevancia
en los ultimos afios como promotor de la salud. Los atributos de esta crucifera son

en consecuencia a su elevado contenido de fitoquimicos bioactivos.

1.8 Estructura del Brocoli

Es una plata formada por tallos carnoso y gruesos que emergen de axilas
foliares formando inflorescencias y hojas Figura 6. (SAGARPA, 2011)
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Figura 6. Estructura del Brocoli.

1.9 Produccion de Brocoli

La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion, tiene un registro de la produccion agricola anual de 198 cultivos, donde
el brécoli ocupa el lugar 46, siendo un cultivo importante en el sector agroalimentario
del afio 2014. La produccién de brdcoli a nivel nacional fue de 445,885.51 toneladas
(sumando la cosecha de riego y temporal) siendo Guanajuato el estado lider en su
produccion, mientras que Puebla ocupa el 3er lugar en este espacio, sin embargo,
en el modo de siembra por riego a nivel nacional ocupa el 2do lugar, cabe sefial que
en este estado solo se realiza la siembra por riego con lo que se obtiene una
produccion de 26,002.71 toneladas, lo que refleja un valor en produccion de
109,802.77 mil pesos. Asi mismo en las regiones de Palmar de Bravo-Actazingo-
Tecamachalco-Quecholac contribuyen con una cantidad significativa en la
produccion del estado como se muestra en la Tabla 5. Se puede observar en el mapa
(Figura 7) la cercania de los municipios obteniéndose una produccion de 11.767.00
Toneladas en el afio 2014 (SIAP, 2015).

Tabla 5. Produccién de Broécoli en el Estado de Puebla (SIAP, 2015).
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Municipio Superficie Produccién Rendimiento Ton/Ha

cosechada (Ha) (Ton)
Palmar de Bravo 761.00 4,390.00 9.52
Cuyoaco 280.00 3,641.00 13.00
Libres 300.00 2,680.99 8.94
Los Reyes de Juéarez 286.00 2,184.00 10.25
Acatzingo 101.00 1,790.00 18.45
Quecholac 259.00 1,720.00 7.51
Tecamachalco 99.00 1,683.00 17.00
F\::"F Acatzingo E;Fj
Tepeaca
_ Quecholac
E-‘d‘r‘] Los Reyes E:{Er‘.
San Hipdlito de Judrez
Xochiltenango
San Salvador S:Jln lMateo
f. 1kl Tlaixpan
E"’?f] Huixcolotla . .
@ ) Tuzuapan ?;l::pn;:
Santo Tomas
Hueyotlipan
Tecamachalco
San Miguel
Xaltepec
S A {50)

Figura 7. Mapa de las regiones productoras de Brécoli en Puebla.

1.10 Contenido Nutrimental

El brocoli es una crucifera que actualmente ha adquirido relevancia en el
mundo debido a sus atributos nutraceuticos. Se le considera como un alimento
saludable en consecuencia a sus elevados contenidos de fitoquimicos bioactivos
como compuestos nitrégeno-sulfurados (glucosinolatos e isotiocianatos),
compuestos fendlicos (acido clorogénico y sinapico y derivados de flavonoides),
vitaminas (vitaminas C, E y K), asi como minerales esenciales (N, K, Ca, Fe, ente
otros) como se observa en la Tabla 7. El consumo del brécoli previene desordenes
cronicos degenerativos, tal es el caso de enfermedades cardiovasculares y

cancerigenas. (Raul Dominguez-Perales, 2010).
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La produccién de compuestos bioactivos en el brocoli estd relacionada

significativamente con el genotipo de los cultivos, tejido especifico de la planta, la

fertilizacion, estacion de crecimiento, entre otros factores ambientales (Shivapriya

Manchalli, 2012).

Tabla 6. Composicion nutraceutica del Brocoli (valor nutricional por cada 100 g de producto

fresco).
Componente Contenido en Hojas de Contenido en Floretes de
Brocoli Brocoli
Agua 90.69¢ 90.69¢
Energia 28 kcal 28 kcal
Proteina 2.98¢g 2.98¢g
Lipidos 0.35¢g 0.35¢g
Carbohidratos 5.06 g 5.06 g
Fibra dietética 239 239
Azucares totales 1.48 ¢ 1.48¢g
Vitaminas
Vitamina A 16001 UI 3000 Ul
Vitamina C 93.2mg 93.3mg
Tiamina 0.065 mg 0.065 mg
Rivoflavina 0.119 mg 0.119 mg
Niacina 0.638 mg 0.638 mg
Vitamina B6 0.159 mg 0.159 mg
Folato 71 mcg 71 mcg
Minerales
Calcio 48 mg 48 mg
Hierro 0.88 mg 0.88 mg
Magnesio 25mg 25mg
Fosforo 66 mg 66 mg
Potasio 325 mg 325 mg
Sodio 27 mg 27 mg
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Zinc 0.4 mg 0.4 mg
Manganeso 0.2 mg 0.2 mg
Selenio 3.0 mcg 3.0 mcg

http://www.nutritiondata.self.com/facts

1.11 Estrés abioético

Las plantas requieren de factores ambientales para su éptimo crecimiento, sin
embargo, las desviaciones de estas condiciones ya sea por exceso o por déficit en
el entorno fisicoquimico se considera como un estrés abidtico. El efecto de cada
factor abidtico en una planta depende de la cantidad e intensidad del mismo. (Hans-
Werner Koyro, 2012).

El mecanismo de defensa de las plantas impacta en el aumento de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) como oxigeno singulete, moléculas de
peréxido de hidrégeno, superdoxido y radical hidroxilo que se producen en
cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas obteniendo como resultado un efecto en

los compuestos antioxidantes como mecanismo de defensa (Nitin Mantri, 2012).

La exposicion de las plantas a ambientes desfavorables, tales como un déficit
de agua, cambios extremos de temperatura (calor frio y congelacion), falta de
oxigeno, contaminacién por aire, irradiacion y exceso en nutrientes en el suelo dan
lugar a un cierto grado de estrés, sin embargo, las plantas se adaptan a estas
condiciones resistiendo genéticamente. Las condiciones de estrés abidtico afectan 3
vias implicadas en la biosintesis de metabolitos secundarios, terpeno, compuestos

fendlicos y compuestos nitrogenados (Cisneros-Zevallos, 2003).

Las plantas producen una amplia gama de fitoquimicos complejas en
respuesta a diferentes factores de estrés abidticos. Recientemente se han
relacionado los factores abibticos con un incremento en compuestos antioxidantes
de algunos vegetales poscosecha empleando dafio mecanico (lesiones), cambios en
temperatura de almacenamiento, choque de calor, aumento en la cantidad de

oxigeno y agua y radiaciones entre otros (Koyro, et al. 2012).
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Dentro de los factores mas relevantes se incluyen los siguientes:

L] Radiacion UV-C: Se evaluaron los efectos del estrés por radiacion UV-C
aplicado en zanahorias enteras para inducir la sintesis de compuestos bioactivos y
prevenir el decaimiento en frutas y verduras recién cortadas, obteniéndose como
resultado un aumento en el contenido de carotinoides después de su
almacenamiento (Alegria et al., 2012).

] Lesiones en tejido: Por medio de una herida inducida en productos
poscosecha se provoca un aumento en la capacidad antioxidante en calabacin, col
blanca y roja, lechuga, rdbano, camote y papa. La respuesta de la herida depende
del tipo de tejido (Hodges, 2008).

L] Lesiones en tejido: La aplicacién de estrés abidtico como rebanadas de papas
y zanahorias muestran un incremento en el contenido de compuestos fendlicos
correspondiente a un aumento de la actividad antioxidante en el tejido. (Zevallos
2003).

L] Lesiones en tejido: Se evaluaron los cambios en capacidad antioxidante de
compuestos fendlicos, acido ascorbico, carotenoides totales y antocianinas despueés
de lesionar el tejido (heridas) en calabacin, col blanca, lechuga, apio, zanahoria,

rabano, camote y papa; obteniendo un incremento. (Reyes et al. 2007)

] Lesiones y UV C: Se evaluo la aplicacion de heridas y luz UV onda corta en
bagazo y tejido desmenuzado de zanahoria y uvas respectivamente como una

estrategia para aumentar el contenido de compuestos fendlicos (Sanchez 2013).

1.12 TECNOLOGIAS EMERGENTES

Los tratamientos térmicos en productos alimenticios estan asociados con
aumentar la vida util, sin embargo, afectan negativamente en ciertos componentes

como reduciendo el contenido de vitaminas y otros nutrientes, asi como en la calidad
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sensorial haciéndolos menos atractivos en términos de color y propiedades de

textura.

Las tecnologias no térmicas son una alternativa viable para obtener productos
con una mejor calidad sensorial, nutritiva y microbiolégica; entre las que se

encuentran el ultrasonido, luz ultravioleta y visible.

1.12.1. Fundamentos del ultrasonido

Recientemente se ha incrementado el consumo de alimentos que aportan un
beneficio a la salud para prevenir diferentes tipos de enfermedades. Los métodos
mas comunes utilizados en el procesamiento de alimentos son los tratamientos
térmicos ya que tienen la habilidad de eliminar microorganismos e inactivar enzimas,
sin embargo, estos procesos afectan las caracteristicas fisicas y quimicas
impactando en las propiedades organolépticas y reduciendo la biodisponibilidad de

algunos nutrimentos (Villamiel, 2010).

La tecnologia del Ultrasonido (US) ha aumentado rapidamente ya que se le
considera como una técnica amigable con el medio ambiente. Esta basada en el
mecanismo de onda de sonido y esta determinada por la frecuencia como se muestra
en la Figura 8. el infrasonido se refiere a las ondas de frecuencia de sonido por
debajo de la deteccién del oido humano, el rango audible por el ser humano
comprende de 20 Hz a aproximadamente 20 kHz. El mundo del ultrasonido se refiere
a las ondas de sonido que estan por arriba de 20 kHz. El espectro ultrasonico se
puede dividir en dos zonas. La primera, potencia ultrasonica se refiere a los rangos
de 20 kHz a cerca de 1 MHz y el ultrasonido de diagnostico con frecuencias
superiores a 1 MHz y este es utilizado principalmente para la medicina (Hao Feng,
2011).

27



20 Hz 20 kHz 1 MHz

F Y

< > Ultrasound
Infrasound Human Hearing

Yy

5l
< >

Power Diagnostic

Figura 8. Espectro de sonido (Hao Feng, 2011).

La potencia ultrasonica puede dividirse en dos diferentes rangos de frecuencia:

Ultrasonido de baja energia (baja potencia, baja intensidad) tiene frecuencias
superiores a 100 kHz con intensidades por debajo de 1 W cm- 2, esta puede
ser utilizada para el analisis no invasivo y el monitoreo de alimentos durante
el procesamiento y almacenamiento para asegurar la calidad y sanidad. El
ultrasonido de baja intensidad es comUnmente aplicado para obtener
informacion sobre las propiedades fisicoquimicas de los alimentos tales como
firmeza, madurez, contenido de azucar, acidez, etc.

Ultrasonido de alta potencia (alta potencia, alta intensidad) utiliza
intensidades superiores a 1 W cm- 2 y frecuencias de 20 a 100 kHz, es una
técnica destructiva que induce efectos fisicos, mecanicos Yy
quimicos/bioquimicos en las propiedades de los alimentos para mejorar la
calidad. Los efectos mecanicos tienen diversas aplicaciones, tales como la
extraccion, desgasificacion, emulsificacion, mejora la cristalizacion, etc. (T. S.
Awad, 2012).

Esta tecnologia emergente ha sido utilizada como una alternativa convencional

en los procesos y operaciones de alimentos como emulsificacion, modificacién de

propiedades funcionales de diferentes proteinas, inactivacion o aceleracién de la

actividad enzimatica, para mejorar la vida de anaquel y la calidad de los alimentos,

inactivacidbn microbiana, procesos de congelacion y descongelacion, secado,

concentracion y la extraccion de compuestos bioactivos (T.S. Awad, 2012).
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1.12.2. Efectos fisicos del Ultrasonido

El efecto previo indicativo del ultrasonido es la presion de la onda que pasa a
través del medio creando regiones de altas y bajas presiones. El tamafio de las
variaciones de presion hace referencia a la presion acustica y es directamente
proporcional al aumento de energia aplicada en el sistema. Estas presiones tienen
dos ciclos, el primero es un esfuerzo tensional que se da en un ciclo negativo y la
compresion que se asocia con un ciclo positivo. Como resultado se genera la
formacion de microburbujas cuyo tamafio aumenta durante la alternancia de estos
ciclos. A este proceso de formacion de burbujas se le conoce como cavitacion (Figura
9).

Las microburbujas que alcanzan un tamafo critico implosionan o colapsan de
manera violenta liberando toda la energia acumulada, ocasionando incrementos
instantaneos de temperatura que se disipan en el medio sin elevar sustancialmente
la temperatura. Este fendmeno de implosién afecta la estructura de la célula situada
en el microentorno generando efectos fisicoquimicos y bioquimicos (Hao Feng,
2011). Con la cavitacion las moléculas de agua se pueden dividir para formar

radicales libres, que intensifican las reacciones quimicas.

29



Rectified diffusion during
the expansion cycle

Figura 9. Cavitacion e Implosién Ultrasénica (Hao Feng, 2011).

La técnica de ultrasonido de potencia es un coadyuvante de la extraccién de
diversos compuestos bioactivos y ha sido aplicado a subproductos de frutas y

vegetales.

Las siguientes evidencias demuestran los estudios que se han realizado a

subproductos agricolas.

» Eliminacién de Toxicos: Productos de desecho obtenidos durante la
extraccion del aceite soya son utilizados como adsorbentes de bajo costo para
la eliminacion de toxicos del tinte textil verde malaquita (Mittal 2004).

» Biomasa: Los desechos agricolas son altamente eficientes, de bajo costo y

una fuente de biomasa renovable que pueden ser utilizados para remediacion
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de metales pesados, la biosorcion se esta convirtiendo en una alternativa
potencial a las tecnologias convencionales de eliminacion y recuperacion de

iones metalicos a partir de soluciones acuosas. (Sud 2007).

» Produccion de bioetanol: Los biocombustibles sustituyen a los combustibles
derivados del petroleo, estos producen un beneficio ambiental y econémico.
La produccion de bioetanol a partir de biomasa proveniente de desechos

agricolas se encuentra en constante desarrollo (Balat et al., 2009).

» Produccion de biohidrogeno: mediante la fermentacion a partir de residuos
agrarios son una fuete abundante, econémica, renovable y biodegradable
(Guo et al. 2010).

» Extraccion de compuestos fendlicos: Subproductos de frutas y vegetales son
estudiados para la determinacion del rendimiento de la extraccién de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante para la aplicacion en industria

alimentaria y cosmética (Peschel et al. 2005).

1.13 Generalidades de Luz ultravioleta

La luz ultravioleta (UV) es definida como parte del espectro electromagnético
mostrando longitudes de onda menores a las de la region visible (380-800 nm). En
general la onda de luz ultravioleta abarca un rango de 100 a 400 nm, subdividiéndose
en onda larga UV-A (315-400 nm), onda media UV-B (280-315 nm) y onda corta UV-
C (200-280 nm). En la Figura 11 se muestra el espectro electromagnético completo
y en la Figura 11 permite observar las subdivisiones entre los rangos de radiacion
UV (Hao Feng, 2011).

Recientemente investigaciones han demostrado el potencial de la luz UV-B
para causar dafo biolégico en plantas a nivel celular. Las plantas son vulnerables al

incremento de la radiacion UV-B debido a que los componentes celulares como

31



acidos nucleicos, lipidos, proteinas y quinonas pueden absorber la luz directamente.
Estos efectos interfieren en la fisiologia y desarrollo de diferentes cultivos, de la tal
forma que esas condiciones se han convertido en una importante area de estudio.
(Yasin Topcu, 2015).
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Figura 10. Espectro electromagnético.
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Figura 11. Espectro electromagnético con subdivisiones de la region ultravioleta.

1.14 Generalidades de Luz Visible

Actualmente la iluminacion artificial ha tomado relevancia en la agricultura
debido a que permite intensificar la produccion en plantas y mejorar la calidad. En el
mismo sentido son una fuente de luz eficiente para reducir costos de iluminaciéon y
enfriamiento debido a su mayor eficacia energética, son una alternativa potencial en
la tecnologia de iluminacion, dentro de sus caracteristicas incluye diferentes tipos de
onda, tiempos de respuesta cortos y dimensiones pequefias. La luz visible (LV) es
una de las principales variables que afectan la concentracion de fitoquimicos; se ha
informado que el uso de ldmparas en diversos cultivos aumenta su contenido
(Piovene, et al. 2015).

Las siguientes evidencias demuestran los estudios que se han realizado a diversos

productos con luz visible (azul):

e En el brécoli después de la cosecha se desencadenan reacciones que
producen la senescencia y el deterioro del producto, estudios realizados con
luz blanca y luz azul en condiciones de almacenamiento de 5 y 22 °C
mostraron un incremento en los niveles de clorofila y contenido de

carotenoides (Hasperué, et al. 2016).

e Se evaluo el efecto de la luz azul (470 nm) en frutas Bayberries chinas,
almacenéndolas a la exposicion de luz durante 8 dias a 10°C. Los resultados
mostraron que la luz azul induce la acumulacién de antocianinas asociada con
el aumento de la expresion biosintética y los genes reguladores. Sugiriendo
ser una técnica Util para mejorar el valor comercial y nutricional de la fruta (Shi,
et al. 2014).

e Se realizaron tratamientos de estrés con luz azul, roja y blanco durante 21

horas, y con luz ultravioleta durante 3 horas en Microalga Haematococcus. La
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combinacion de luz ultravioleta y azul fue el mejor tratamiento para aumentar
el contenido de carotenoides y clorofila ya que mostro un incremento de 8
veces mayos al control en el caso de carotenoides y para clorofila incremento

2 veces mas que el control (Suyono, et al. 2015).

Se evaluo el efecto del tratamiento con luz azul en la capacidad antioxidante
y actividad enzimatica de Fresa almacenada a 5°C. Los resultados mostraron
que la iluminaciéon de la luz azul aumenta el indice de color, la tasa de
respiracion y produccion de etileno. También mejoro la actividad de las
enzimas antioxidantes manteniendo niveles bajos de especies reactivas de

oxigeno (Xu, et al. 2014).
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Il METODOLOGIA

2.1 Materia vegetal

Para esta investigacion se utilizo brécoli (Brassica Oleracea var. Italica) recién
cortado recolectado en la regién de Acatzingo-Tecamachalco-Palmar de Bravo en el
estado de Puebla. Se seleccionaron hojas internas de la planta que no presentaran

dafios por plaga, sol y rompimiento de tejido.

2.2 Equipo de Ultrasonido

Se utilizé un procesador de ultrasonidos UP400S HIELSCHER (400 vatios,
24kHz) con sonotrodos de diferentes rangos de diametro que van de 3 a 40 mm. El
dispositivo es adecuado para volumenes de muestra de 5 a 2000 ml.
Aproximadamente de 10 a 50 litros por hora pueden ser tratados. Se utiliza para los
métodos de tratamiento de liquidos, tales como homogeneizacion, dispersion,

extraccion y la ruptura hacia abajo de las células.

Esta conectado a un control de PC o un cable de conexion a una central de
control de la planta del usuario con el fin de aumentar la seguridad del proceso. La
alta potencia genera la cavitacion intensiva requerida, pero el resultado es el ruido
no deseado. Lo cual incluye una caja de proteccion de sonido. Las caracteristicas

del equipo se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas Equipo de Ultrasonido.

Caracteristicas del Equipo de Ultrasonido

Potencia 400W
Control de potencia de amplitud 20-100%
Rango de pulso 0-100%
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Frecuencia de funcionamiento 24 kHz

Dimensiones (LxXWxH) 190x200x130mm
Peso 3.3 kg
Fuente de alimentacion de 230V ~, 4A, 50-60Hz

110-120V ~, 6,3 A, 50-60 Hz

2.3 Equipo de Luz ultravioleta onda corta (UV-C) y luz visible (LV)

Se utilizé una camara ensamblada en la Facultad de Ciencias Quimicas de
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, la cual esta integrada por 6
lamparas de luz UV marca Philips Aqua Coral TLD 15W/03 con una dimension de
45cm cada una, colocadas en el interior de la camara en el centro de cada cara con

la finalidad de que la superficie de la muestra quede irradiada completamente.

2.4 Métodos

A continuacién, se describen los métodos utilizados para determinacién de

compuestos bioactivos selectos.

2.4.1 Extractos obtenidos con tratamiento de US

De una planta se seleccionaron 2 hojas que no presentan dafios por el sol,
dafio por plaga y sin ruptura de tejido, cada hoja se divide en 2 partes iguales para
pesarlas en una balanza analitica (Adventurer OAHUS, China), tomando una mitad
de 1 hoja para el control que se licua con 1000 ml de agua y se filtra para obtener la
muestra control y la otra mitad para el tratamiento con US; de la misma forma se

realiza el procedimiento para la segunda hoja. En el dispositivo se colocan 1 mitad
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de cada hoja en un volumen de 1000 ml de agua. Se realizan 3 réplicas con 3 plantas

diferentes respectivamente.

Finalizado el tratamiento se licuan las hojas con el agua en un tiempo de 15 s,

posteriormente; se filtra en algodén para obtener el extracto.

2.4.2 Extractos obtenidos con tratamientos de UV-Cy LV

De una planta se seleccion6 2 hojas que no presentaran dafios por el sol,
dafio por plaga y sin ruptura de tejido, se pesaron en una balanza analitica
(Adventurer OAHUS, China), para introducir 1 sola hoja en el centro de la camara de
luz UV-B a diferentes tiempos (30, 90 y 120 s). La hoja restante se licua con 1000 ml
de agua y se filtra para obtener la muestra control. Se realizan 3 réplicas con 3

plantas diferentes respectivamente.

Finalizado el tratamiento se licua la hoja con 1000 ml de agua en un tiempo

de 15 s, posteriormente; se filtra en algodon para obtener el extracto.

2.4.3 Extractos obtenidos con tratamientos de LV/US

De una planta se seleccion6 2 hojas que no presentaran dafos por el sol,
dafio por plaga y sin ruptura de tejido, se pesaron en una balanza analitica
(Adventurer OAHUS, China), para introducir 1 sola hoja en el centro de la camara de
luz UV-B durante 90 s, posteriormente la hoja se introduce con 1000 ml de agua en
el dispositivo para realizar el tratamiento con ultrasonido. Tomando en cuenta dos
diferentes amplitudes y tiempos respectivamente (50% Amplitud 60 s y 100%
Amplitud 30 s). La hoja restante (control) se licua con 1000 ml de agua y se filtra para
obtener la muestra control. Se realizan 3 réplicas con 3 plantas diferentes

respectivamente.

Finalizados los tratamientos combinados de UV-B/US en una sola hoja, se
licua con 1000 ml de agua utilizados en el tratamiento con US en un tiempo de 15 s,

posteriormente; se filtra en algodén para obtener el extracto.
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2.5 Determinacién de la Capacidad Antioxidante

Para el analisis de la capacidad antioxidante en los extractos obtenidos de los
tratamientos y muestras control se utilizo el ensayo 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH), basandose en el método desarrollado por Dominguez y otros (2010) con

modificaciones. La curva de calibracion se presenta en el apéndice 1.

La captacion de radicales libres se determiné utilizando DPPH, se evalu6
mediante la medicién de la absorbancia a 517 nm después de 30 minutos de reaccién
en oscuridad a 26 °C. Todas las reacciones se iniciaron mediante la adicion de 1 ml
de muestra a 1 ml de la solucion de DPPH, obteniendo un volumen final de 2 ml.
Para los blancos se adicion6 1 ml de dicha muestra a 1 ml de etanol. Las reacciones
se midieron en un espectrofotébmetro (Spectronic 20 génesis, E.U.A) a 517 nm. Los

resultados se expresaron como miligramos de Trolox por 100 g de producto fresco.

2.6 Cuantificacion del contenido de Compuestos Fendlicos totales

La concentracién de compuestos fendlicos totales se determindé mediante el
método de Folin-Ciocalteu (Sanchez Rangel, 2013) con modificaciones. La curva de
calibracion se presenta en el apéndice 2. La concentracion de fenoles se determiné
utilizando Reactivo de Folin-Ciocalteu para determinacion de proteinas, se evalud
mediante la medicién de la absorbancia a 765 nm después de 30 minutos de reaccién
en oscuridad a 26 °C. Todas las reacciones se iniciaron mediante la adicién de 1 ml
del Reactivo Folin-Ciocalteu a 1 ml de muestra, después de 3 minutos de reaccion
se adicion6 1ml de carbonato de sodio para obteniendo un volumen final de 3 ml.
Para los blancos se adicioné 1 ml de agua a 1 ml de muestra'y 1 ml de carbonato de
sodio. Las reacciones se midieron en un espectrofotdmetro (Spectronic 20 génesis,
E.U.A) a 765 nm. Los resultados se expresaron como de miligramos de acido galico

por 100 g de producto fresco.
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2.7 Determinacién de Clorofila ay Clorofila b

La cuantificacion de clorofila a y clorofila b se determind siguiendo la
metodologia de (Sukania. et al., 2009) con modificaciones. Cada muestra se hizo
reaccionar con 5 ml de acetona al 95% (v/v), 4 ml de Agua desionizada, y 1 ml de
muestra para obtener un volumen total de 10 ml. Posteriormente se midi6 la
absorbancia en un espectrofotometro (Spectronic 20 génesis, E.U.A) a 3 diferentes
longitudes de onda (470, 645 y 662 nm). Los resultados se expresan como

miligramos sobre 100 g de producto fresco.
2.8 Reactivos

¢ Folin-Ciocalteu 2N. Sigma-Aldrich

e Acido gélico. Sigma-Aldrich

e Carbonato de sodio anhidro. Meyer

e DPPH 2,2 difenil-1-pycrydrazyl. Sigma-Aldrich

e Trolox, &cido-6-hidroxi-(2,5,7,8 tetrametilcromano-2-carboxilico). Sigma-
Aldrich.

e Etanol absoluto. Meyer

e Acetona.

e Agua desionizada
2.9 Equipos Utilizados

e Ultrasonido de alta potencia. UP400S. Hielscher Ultrsound Technology.
Alemania

e Camara de luz UV-B con 6 lamparas

e Horno de secado. RF 53-UL. Redline by Binder. Alemania

e Balanza analitica. Es 1202. Precisa. Suiza

e Espectrofotbmetro.
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Il ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Disefio del dispositivo para el tratamiento ultrasdnico
3.1.1 Pruebas preliminares

Con el objetivo de conocer el comportamiento de los compuestos fendlicos de
hojas de brocoli recién cortadas sometidas a tratamientos selectos de ultrasonido
(US) como un factor de estrés abidtico, se desarrollaron 2 dispositivos diferentes
para contener la muestra durante el tratamiento; en el presente resumen de avances
se muestran los resultados obtenidos con el uso de ambos dispositivos, buscando

en cual de ellos se podia obtener la informacién mas consistente.
Dispositivo 1:

Se utilizé un dispositivo horizontal (Figura 12) con una capacidad de 1 L, en
el cual se inserta la sonda del US por un orificio donde se coloca una malla de acero
inoxidable de tamafio 5 cm de diametro para evitar que las hojas estén en contacto
con la sonda. Las hojas se dispusieron en posicion horizontal, una sobre otra y el

efecto US se aplico de manera perpendicular a las hojas.

Figura 12. Dispositivo horizontal para tratamiento ultrasénico de hojas de brdcoli.

Metodologia: De 3 plantas diferentes se seleccionaron las hojas que no
presentaran dafios por el sol, dafio por plaga y sin ninguna ruptura de tejido. Se
cortaron de la parte inferior del tallo, se eliminoé el exceso de tierra; se pesaron 40 g
(equivalente a 4 hojas) las cuales se sometieron a tratamiento US con 400 ml de
agua destilada a un ciclo de US con las caracteristicas de amplitud y tiempo que se

muestran en la Tabla 1.8, el control corresponde a hojas sin tratamiento.
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Tabla 8. Porcentaje de amplitud y tiempo para los tratamientos con US.

% Amplitud Tiempo (s)
50 120, 150, 180y 210
75 90, 120y 150
100 15, 30, 45y 60

Finalizado el tratamiento se licuan las hojas con el agua en un tiempo de 15
s, posteriormente; se filtra en algodon para obtener la muestra y cuantificar
compuestos fendlicos por el método Folin-Ciocalteu (Sanchez Rangel, et al. 2013),

por triplicado cada muestra.

Los resultados selectos que indican un aumento superior al control (100%) con su

réplica se muestran en la Tabla 1.8

Tabla 9. Cuantificacion de compuestos fendlicos en hojas de brécoli procesadas con US*

% Amplitud/tiempo (s) Promedio % (mg GAE/100 g)
50/1 80 1029+1.3
75190 106.3 + 3.2
75 /150 105.7 £+ 5.7
100/ 15 107.4+0.8

* Promedio de duplicados = DE

Los resultados mostraron un incremento en el contenido de compuestos fendlicos

por efecto del US; por ello se toman las siguientes condiciones:

e 50 % Amplitud; 180 s
e 75 % Amplitud; 90 s
e 100 % Amplitud, 15 s

41



Dispositivo 2:

Se observé que con el dispositivo 1 la hoja que queda en la parte superior
cambia de color en donde la sonda emite la energia por lo tanto se utiliza un
dispositivo vertical con una capacidad de 2 L (Figura 13) en el cual de la misma
manera que el dispositivo 1 se inserta la sonda por el orificio con malla para evitar
gue la hoja este en contacto con la sonda; de tal forma, la hoja se sitta alrededor de
la sonda sin tocarla, en el espacio entre la malla y el dispositivo.

Figura 13. Dispositivo vertical para tratamiento ultrasénico de hojas de brocoli.

Metodologia: de una planta se seleccionaron las hojas que no presentan
dafos por el sol, dafio por plaga y sin ruptura de tejido, cada hoja se divide en 2
partes como se muestra en la Figura 15, tomando la primera parte de 1 hoja para el
control y la otra parte para el tratamiento con US. En el dispositivo se colocan 2 ¥
de 2 hojas en un volumen de 1000 ml; de las partes restantes se procesan para el
control. Se hacen 2 réplicas con 2 plantas diferentes respectivamente.
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Figura 14. Hoja de brécoli dividida en 2 partes.

Finalizado el tratamiento se licuan las hojas con el agua en un tiempo de 15
s, posteriormente; se filtra en algodon para obtener la muestra y cuantificar
compuestos fendlicos por el método Folin-Ciocalteu (Sanchez Rangel, et al. 2013),

por triplicado cada muestra.

Los resultados con dos replicas se muestran en la Tabla 9.

Tabla 10. Cuantificacion de compuestos fendlicos en hojas de brécoli procesadas con

US*.
% Amplitud/tiempo (s) Promedio % (mg GAE/100 g)
50/180 125.6 £ 6.1
75790 114.9 £2.7
100/ 15 99.2+4.2

* Promedio de triplicados + DE

Si se comparan los resultados obtenidos entre los dos dispositivos utilizados
para procesar las hojas de brocoli recién cortadas con tratamiento US, se podra
observar una diferencia en magnitud; tal es el caso de 50 % de amplitud con un
tiempo de 180 s, se observa un incremento progresivo en el porcentaje de
compuestos fendlicos entre el dispositivo horizontal y el dispositivo vertical; sin
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embargo se mantiene en misma magnitud los valores de 75 % de amplitud con un

tiempo de 90 s en los dos dispositivos.

En base a los resultados se concluye que al procesar las hojas de brocoli
recién cortadas con tratamiento US utilizado el dispositivo vertical se obtiene un
mayor rendimiento en el contenido de compuestos fendlicos. Es por ello que se
utilizara el dispositivo vertical para las pruebas posteriores en hoja de brécoli recién

cortadas sometidas a tratamientos selectos con US.

3.2 Efecto del US sobre el contenido de Compuestos Fendlicos

El contenido de compuestos fendlicos indica que el efecto de ultrasonicacion
induce un incremento significativo (p<0.005) en el contenido de compuestos
fendlicos en las hojas de brécoli a condiciones de tiempo y amplitud, tales como (60
sy 50%), (30 sy 100%), y (60 s y 100%) con porcentajes de incremento del 25%,
11% vy 15.5% respectivamente, respecto al control como se muestra en la Figura 15.
Las muestras tratadas con ultrasonido a 90 s y 120 y amplitudes de 50, 75y 100%
exhiben un incremento en el contenido fendlico que el control, sin embargo, estos
resultados no son significativos, probablemente a las variaciones biolégicas de las
muestras. La disminucion en el contenido fendlico podria ser atribuido al consumo
de fenoles de las especies reactivas (ROS) causado por el tratamiento de ultrasonido
(Yu, et al. 2016). El contenido de compuestos fendlicos totales esta determinado por
la interaccién entre diversos factores que promueven la produccién de compuestos

fendlicos.
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Figura 15. Contenido de CFT en hojas de Brdcoli tratadas con US. * Promedio de
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3.3 Efecto del Ultrasonido sobre la Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante en hojas de Broécoli fue expresada en porcentaje de
inhibicién de DPPH como se muestra en la Figura 16, un incremento en el porcentaje
de inhibicién indica una elevada capacidad antioxidante, sin embargo, los resultados
muestran que no existe diferencia significativa respecto a los diferentes tiempos de
tratamiento con diferentes amplitudes, respecto al control; esta disminucion podria
ser atribuida a la deficiencia de reacciones a nivel biomolecular que impide una
rapida reduccion de las (ROS) incluyendo a los radicales libres (Khan, et al. 2010).
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Figura 16. CA en hojas de Broécoli tratadas con US. * Promedio de triplicados + DE

3.4 Efecto del Ultrasonido sobre la concentracion de Clorofilaay b

El contenido de clorofila a, se muestra en la Figura 17 e indica el efecto de la
ultrasonicacion, la cual induce un incremento significativo (p<0.05) en un solo
tratamiento (60 s y 50% de Amplitud) con un incremento de 27.5% respecto al
control, esto se debe a que estos parametros permiten la cavitacion simulando un
efecto similar a la fotosintesis a nivel celular (Chen, et al. 2008). La exploracién de
los diferentes tiempos (30, 90 y 120 s) y amplitudes (75 y 100%) mostraron
incrementos que no son significativos. En el contenido de clorofila b, también se
presentaron leves incrementos en la mayoria de los tratamientos a diferentes tiempo

y amplitudes sin llegar a ser significativos como se muestra en la Figura 18.
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3.5 Efecto de la Luz visible sobre el contenido de Compuestos Fendlicos

totales

El contenido de compuestos fendlicos indica que el efecto de la luz visible
genera un incremento significativo (p<0.005) en el contenido de compuestos
fendlicos en las hojas de brdcoli tratadas a un tiempo de exposicion de 120 s, con un
incremento del 18% respecto al control como se muestra en la Figura 19. Esto se
debe a que hay un control en la morfogénesis de la planta, por consecuencia de las
caracteristicas de la luz como longitud de onda, intensidad y duracion que
proporcionan a las plantas cambios en los fotorreceptores y estos a su vez se
traducen en sefiales a nivel celular (Paniagua-Pardo, et al. 2015)..Las muestras
expuestas a tiempo de 30,60 s, no exhiben un incremento en el contenido fendlico
respecto a el control; sin embargo, tratamientos con exposicién a 90 s de luz provoca

un aumento no considerable.
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Figura 19. Contenido de CFT en hojas de Brocoli tratadas con LV. * Promedio de

triplicados + DE
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3.6 Efecto de la Luz visible sobre la Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante en hojas de Brocoli fue expresada en porcentaje de
inhibicion de DPPH como se muestra en la Figura 20, un incremento en el porcentaje
de inhibicién indica una elevada capacidad antioxidante, de tal forma, los resultados
muestran que existe una diferencia significativa (p<0.05)con dos tiempos de
exposicion de 60 s, con un aumento del 12% respecto al control, este efecto puede
atribuirse a una aumento en el estrés oxidativo y por consecuencia en una
acumulacion en la capacidad antioxidante (Hasperué, et al. 2016), sin embargo,
tratamientos con tiempos de exposicion de 30 y 120 s, no mostraron un incremento,
y el tratamiento con 90 s mostro un pequefio incremento sin ser significativo.
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Figura 20. CA en hojas de Brocoli tratadas con LV * Promedio de triplicados + DE

3.7 Efecto de la luz visible sobre la concentracion de Clorofilaay b

El contenido de clorofila a, se muestra en la Figura 21 y 22 para el caso de

clorofila b, indican el efecto de absorcion de la luz visible con un tiempo de exposicion
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de 90 s, y 120 s respectivamente la cual induce un incremento significativo (p<0.05)
de 9% y 11% respectivamente con referencia al control, esto debe atribuirse a la
capacidad fotosintética que se presenta con tratamiento de luz visible, sin afectar el
proceso de absorcidn beneficiando la capacidad de fotosintesis produciendo clorofila
(Suyono, et al. 2015). La exploracion a tiempos de 30, 60 y 90 s para clorofila a'y de
30, 90 y 120 s para clorofila b se presentan aumentos en la cantidad de clorofila sin
llegar a ser significativos.
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Figura 21. Contenido de Clorofila a en hojas de Brocoli tratadas con LV. * Promedio de
triplicados + DE
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Figura 22. Contenido de Clorofila b en hojas de Brdcoli tratadas con luz visible. * Promedio

de triplicados + DE

3.8 Efecto de Luz ultravioleta de onda corta sobre compuestos antioxidantes

Los resultados en todos los tratamientos con exposicion de UV-C en
diferentes tiempos (30, 60,90 y 120) que se muestran en la Figura 23 no se
presentaron incrementos en el contenido de compuestos fendlicos, capacidad
antioxidante y concentracién de clorofila a 'y b, sin embargo, algunas investigaciones
han reportado que tratamiento con UV-C en inflorescencias de brocoli muestran una
menor tasa de respiracion, menor contenido en fenoles y flavonoides, una mayor
capacidad antioxidante y una disminucion en la degradaciéon de clorofila (Erkan, et

al. 2008).
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Figura 23. Contenido de Compuestos antioxidantes en hojas de Brdcoli tratadas con UV-C.

* Promedio de triplicados + DE
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3.9 Efectos de los tratamientos combinados LV/US

Los tratamientos combinados con una exposicion de LV de 90 s y US de
potencia a dos diferentes amplitudes y tiempos (50%/60 s y 100%/30 s) se muestran

en la Figura 24 y 25 respectivamente.

Se puede observar un efecto en el contenido de compuestos fendlicos que es
presentan una diferencia significativa (p<0.005), en ambos tratamientos combinados
con valores de incremento de 10% y 14% respecto a las muestras control. En el
mismo sentido, la capacidad antioxidante también presenta una diferencia
significativa (p<0.05) en ambos tratamientos combinados con un aumento del 6% y
34% respecto al control. Finalmente, la concentracion de clorofila a y clorofila b en el
tratamiento de LV (90 s)/US (50%/ 60 s) no muestra diferencia significativa, por el
contrario, existe un incremento en la concentracion de clorofila a y b en el tratamiento
de Luz visible (90 s)/US (100%/30 s) muestran incrementos de 28% y 30%
respectivamente de tal forma que existe una diferencia significativa (p<0.05);
respecto a estos efectos en tratamientos combinados no hay informacién suficiente,
sin embargo, si se le atribuye una efecto sinérgico en la combinacién de tratamientos
para incrementar la sintesis de compuestos fendlicos, potencializar la capacidad
antioxidante y ejercer un efecto sobre los compuestos cromoforos que inducen un

aumento en la concentracion de clorofila a y b (Potrebko & Resurreccion, 2009).
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IV CONCLUSIONES

Los efectos de las tecnologias emergentes tales como ultrasonido de
potencia, Luz ultravioleta visible desencadenan estimulos de defensa en las plantas,

de tal forma que estas tecnologias podrian ser considerados como factores abiéticos.

Las hojas de Broécoli tuvieron diferentes respuestas a los tratamientos con
ultrasonido, luz ultravioleta y visible, los cuales influyen en el tiempo de sonicacion y
la amplitud de onda utilizada y el tiempo de exposicién respectivamente. Los
resultados mostraron un incremento en compuestos fendlicos, sin embargo, se
presentd una disminucion en la capacidad antioxidante que podria ser el resultado
del consumo de antioxidantes que fueron almacenados en las células, en el mismo
sentido la concentracion de pigmentos (clorofila a y clorofila b), se ve atribuida por
las caracteristicas propias de la planta y su capacidad para absorber la luz por medio

de compuestos cromoferos.

Es importante destacar que los compuestos bioactivos podrian variar
dependiendo de las condiciones del cultivo, climatolégicas, del suelo, fertilizacion y

empleo de plaguicidas.

Pocos estudios tratan la comprension de las respuestas fisiologicas en
productos frescos con tratamientos derivados de tecnologias emergentes, sin
embargo, esta investigacion provee el conocimiento para modificar los sistemas de
defensa de las hojas de brdcoli, obteniendo un valor agregado a los desechos

agroindustriales y que podrian impactar en calidad nutricional.
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VI APENDICE
APENDICE 1

Para la curva de calibracion del método Folin-Ciocalteu, se prepararon
muestras estandar de acido galico con agua a 5, 10, 15y 20 ppm. Se adiciono 1ml
de muestra estandar con 1 ml del Reactivo de Folin-Ciocalteu al 5%(v/v), después
de 3 minutos que se llevo a cabo la reaccion se le adiciono 1 ml de carbonato de
sodio 0.5%(m/v) para obtener un total de 3 ml. Los blancos se prepararon con 1 ml
de la solucion estandar con 1 ml de agua desionizada y 1 ml de carbonato de sodio
Las muestras se mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente (26°C) durante
30 min, para posteriormente leer la absorbancia a 765 nm en un espectrofotémetro.
La tabla 11 muestra los resultados de las absorbancias y la Figura 26 la linea de

tendencia y ecuacion.

Tabla 11 Resultados de Absorbancias a 765 nm

FOLIN-CIOCALTEU 765 nm
[AC. GALICO]
Absorbancia Abs-blanco ppm
0.238 0.1035 5
0.246 0.1115 5
0.238 0.1035 5
0.449 0.3145 10
0.459 0.3245 10
0.476 0.3415 10
0.692 0.5575 15
0.692 0.5575 15
0.707 0.5725 15
0.941 0.8065 20
0.947 0.8125 20
0.945 0.8105 20
1.122 0.9875 25
1.122 0.9875 25
1.108 0.9735 25
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Figura 26. Curva de calibracion para el método Folin-Ciocalteu
APENDICE 2

Para la curva de calibracion del ensayo DPPH, se prepararon muestras
estandar de Trolox/etanol a100 ppm (p/v) a diferentes concentraciones de 4, 8 12.16
y 20 ppm. Posteriormente se adiciono 1ml de muestra estandar a 1 ml del Reactivo
DPPH al 0.004%(v/v), los blancos se prepararon con 1 ml de la solucion estandar en
1 ml de etanol. Las muestras se mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente
(26°C) durante 30 min, para posteriormente leer la absorbancia a 517 nm en un
espectrofotometro. La Tabla 12 muestra los resultados de las absorbancias y la
Figura 27 la linea de tendencia y ecuacion.

Tabla 12 Resultados de Absorbancias a 517 nm

DPPH
DPPH/ETANOL ETANOL/ETANOL BLANCO/STAN
0.77 0.044 0.032
0.774 0.044 0.032
0.781 0.044 0.031
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APENDICE 3

Tratamientos con Ultrasonido

Compuestos Fendlicos (mg GAE/100g) *

Amplitud
Tiempo (s) 50% 75% 100%
Control 3359+121a 289.2+359a 192.1 £ 1.5b
30 339.0+6.2a 362.5+41.8a 214.1+6. 1a
Control 2455+18b 393.9+137.0a 289.7+x25D
60 303.6+55a 489.0+195.8 a 334.8+6.1a
Control 287.2+15.6 a 2775+ 3.8a 2215+140a
90 320.5+283a 315.0+894a 247.1+209a
Control 2748+ 15.2 a 246.8+84.6a 2246214 a
120 291.5+26.5a 258.4+33.6a 230.4+40.4 a
Clorofila a (mg/100g FW)
Tiempo (s) 50% 75% 100%
Control 6.8+0.1a 7.1+04a 23.2+6.3a
30 74+03a 7.2+x04a 29.7+x33a
Control 224+06Db 72+01a 39.4+124a
60 27.3+x08a 84+x10a 381+27a
Control 58+0.2a 74+£03a 50.3+4.2a
90 6.5+0.7a 79+0.17a 516+x27a
Control 6.5+0.6a 26.5+£6.0a 541x70a
120 7.0+08a 302+x7.1a 520+x9.6a
Clorofila b (mg/100g FW)
Tiempo (s) 50% 75% 100%
Control 85+0.75a 84+10a 36.3+11.1a
30 89+08a 8.2+0.1a 46.8 + 5.0va
Control 30.7+£27a 86+05a 57.7+ 174 a
60 36.3+x1.3a 94+0.7a 58.3+5.2a
Control 6.2+05a 99+19a 786+4.0a
90 6.9+04a 8.7+0.1a 8l6+43a
Control 76+£09a 37.5+£9.0a 83.5+11.8a
120 8.1+113a 43.8+11.7a 80.2+15.3a
Capacidad antioxidante (mg Trolox/100g)
Tiempo (s) 50% 75% 100%
Control 970.4+£12. 1la 2743.8 £ 121.0a 439.79 + 26. 5a

30 1071.4 £ 122.0a 2929.8 + 327.8a 481.4 + 52. 8a



Control 402.5 + 28. 8a 360.6 + 21. 5a 367.4 + 31. 9a
60 407.2 £ 9. 9a 358.0 + 28. 6a 385.9 +42. 7a
Control 464.2 + 116.3a 344.7 + 11. 6a 286.6 + 13. 8a
90 721.4 + 64. 1a 305.4 + 11. Oa 301.5+17.0a
Control 760.2 + 89. 9a 381.2+77. 0a 2745 + 13. 6a
120 901.9 + 0. 8a 341.3 +59. 1a 299.2 + 9. 4a
Tratamientos con LV
Compuestos Clorofila a Clorofila b Capacidad

Fendlicos (mg

(mg/100g FW)

(mg/100g FW)

antioxidante (mg

GAE/1009) Trolox/100g)
Tiempo
S
Control 306.7 £ 0. Oa 22.4 +0.0a 30.7 £ 0.0a 119.2 £ 0.0a
30 248.1 £ 5.6b 221+ 13a 32.7+0.8a 79.3+£2.7b
Control 355.6 £ 0. Oa 19.7 £ 0.0a 24.6 + 0.0a 185.2 + 0.0b
60 279.1 £ 4.5b 19.7 + 3.4a 26.7 £ 5.4a 207.2+0.1a
Control 255.9 + 0.0a 22.4+£0.0b 32.8+0.0a 128.3 £ 0.0a
90 296.8 £ 15.9a 245+ 0.1a 36.3+1.6a 194.5 £ 35.6a
Control 249.5 +0.0b 18.3+0.0a 26.2 + 0.0b 202.5 £ 0.0a
120 2943+ 7.8a 20.5+0.7a 29.2+0.7a 185.7 + 3.8b
Tratamientos con UV-C
Compuestos Clorofila a Clorofilab Capacidad

Fendlicos (mg

(mg/100g FW)

(mg/100g FW)

antioxidante (mg

GAE/100g) Trolox/100g)
Tiempo
S
Control 319.9 £ 0.0a 16.9 £ 0.0a 21.0+£0.0a 610.0 £ 0.0a
30 296.9 + 28.1a 15.9+0.2b 19.40 + 1.1a 451.1 + 66.5a
Control 263.5 + 0.0a 15.2 + 0.0a 19.9 + 0.0a 312.2 +0.0a
60 242.1 + 9.4a 13.9+0.3b 175+ 1.0a 319.7 + 32.9a
Control 255.5 + 0.0a 14.7 £ 0.0a 18.3+£0.0a 548.8 + 0.0a
90 246.2 £ 2.3b 13.2+0.8a 17.7 £0.7a 557.6 = 38.75a
Control 355.0 £ 0.0a 32.3+0.0a 47.3+0.0a 674.17 + 0.0a
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120 365.9 + 44.9a 31.9+9.9a 45.7 + 15.1a 472.0 £ 54.1b
Tratamientos combinados US/LV
Compuestos Fendlicos (mg GAE/100g)
Amplitud/Tiempo (s)
Tiempo s 50% / 60 100 %/ 30
Control 247.7 + 0.0b 239.9+ 0.0b
90 272.7+3.1a 274.7 £+ 0.3a
Clorofila a (mg/100g FW)
Tiempo s 50% / 60 100 %/ 30
Control 22.78 £ 0.0a 29.4 +0.0b
90 22.56 + 2.3a 37.8+18a
Clorofila b (mg/100g FW)
Tiempo s 50% / 60 100 %/ 30
Control 29.9 £ 0.0a 42.1 +0.0b
90 30.1 £ 3.5a 55.1 £ 2.0a
Capacidad antioxidante (mg Trolox/100g)
Tiempo s 50% / 60 100 %/ 30
Control 664.0 + 0.0a 683.7 £ 0.0b
90 707.7 + 31.1a 919.2 + 36.6a
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