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RESUMEN

La luz es uno de los factores ambientales mas impor-
tantes que regulan el desarrollo de las plantas. El objetivo
principal de este estudio fue determinar la influencia de
diferentes condiciones de luz sobre la actividad antioxidante
y el contenido de compuestos fendlicos en germinados de
brocoli. Los germinados de brécoli fueron producidos en un
germinador rotatorio con 10 s de aspersiéon de agua cada 90
min, 1 h de ventilaciéncada 3 h, 2 rpm, 99 % HR y 3 condicio-
nes de fotoperiodo: cada uno consistié en 11 h de luz blanca,
ademas de 5 h luz roja, 5 h de luz azul 0 5 h de luz verde,
emitidos por focos Leds, dependiendo del tratamiento, y 8
h de oscuridad. La condicién de luz roja obtuvo 0.71 g GS/g
semilla diferencia significativa (p < 0.05). La luz azul obtuvo
diferencia significativa (p < 0.05) en la inhibicién de ambos
radicales ABTS y DPPH con una EC, de 1.1232 mg/mL y
1.1577 mg/mL respectivamente. El mayor contenido de feno-
les se obtuvo con la condicién de luz roja de 10.17 mg EAG/g
y el contenido de flavonoides 1.86 mg EQ/g. Las diferentes
condiciones de luz favorecen el incremento de compuestos
bioactivos en germinados de brécoli en el dispositivo germi-
nador rotatorio.
Palabras claves: Germinados, brécoli, estrés luminico, capa-
cidad antioxidante, germinador rotatorio.

ABSTRACT

Light is one of the most important environmental
factors that regulate the development of plants. The main
objective of this study was to determine the influence of
different light conditions on the antioxidant activity and the
phenolic compounds content in broccoli sprouts. The broc-
coli sprouts were produced in a rotary spreader with 10 s of
water spraying every 90 min, 1 h of ventilation every 3 h, 2
rpm, 99 % RH and 3 photoperiod conditions: each one con-
sisted of 11 h of white light, in addition to 5 h of red light, 5 h
of blue light or 5 h of green light, emitted by Leds, depending
on the treatment, and 8 h of darkness. The red light condition

*Autor para correspondencia: Miguel Angel Robles Garcia
Correo electrénico: menen04@yahoo.com.mx

Recibido: 15 de noviembre de 2018

Aceptado: 19 de febrero de 2019

generated 0.71 g GS/g seed with a significant difference (p
< 0.05). The blue light obtained significant difference (p <
0.05) in the inhibition of both ABTS and DPPH radicals with
an EC50 of 1.1232 mg/mL and 1.1577 mg/mL respectively.
The highest phenols content was obtained with the red light
condition of 10.17 mg EA/g and the flavonoid content 1.86
mg EQ/g. The different light conditions favor the increase
of bioactive compounds in broccoli sprouts in the rotating
germination device.

Keywords: Sprout, broccoli, light stress, antioxidant capacity,
drum rotary germinator.

INTRODUCCION

Los germinados son de los pocos alimentos que se
consumen cuando se encuentran en la etapa de desarrollo.
Cobran importancia por el balance dietético y composicion
quimica (Sikin et al., 2013). En los primeros dias de germina-
ciéon las semillas de brécoli (Brassisca oleracea L.) alcanzan
valores nutritivos de 10 a 100 veces mas que las plantas en
estado adulto (Fahey et al., 1997). Especificamente este ger-
minado contiene compuestos fendlicos del tipo flavonoide,
acidos hidroxicinamicos, vitamina A, C, E, K, acido félico (B9),
riboflavina (B2), hierro, calcio y potasio, indol-3-carbinol y
sulforafano (Pérez-Balibrea et al., 2008; Moreno et al., 2010;
Bjorkman et al., 2011; Manchali et al., 2012).

Los compuestos fendlicos son un grupo de moléculas
pequenas caracterizadas por sus estructuras que tienen al
menos una unidad de fenol. En funcion de sus estructuras
quimicas, los compuestos fendlicos se pueden dividir en
diferentes subgrupos, como acidos fendlicos, flavonoides,
taninos, cumarinas, lignanos, quinonas, estilbenos y curcu-
minoides (Gan et al., 2018). Se ha demostrado que algunos
de estos compuestos juegan un papel importante en la salud
humana, ya que tienen la capacidad para prevenir enferme-
dades degenerativas y puede disminuir el riesgo de ciertos
tipos de cadncer como el cancer de prostata, entre otros (Mo-
reno et al., 2006; Gu et al., 2012), asi como la diabetes (Ghawi
etal.,, 2013).
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Por otro lado, se ha demostrado que una variedad de
factores extrinsecos como: la temperatura, radiacion, conta-
minacién del aire, microorganismos, insectos y nutrientes,
modifica en la planta la composicion de metabolitos secun-
darios (Jahangir et al.,, 2009), alterando asi la tolerancia al
estrés (Mittler, 2002) y, por tanto, el valor nutricional (Verkerk
et al., 2009; Rodriguez-Hernandez et al., 2014). La luz es uno
de los factores ambientales mdas importantes que regulan
el crecimiento y desarrollo de las plantas tanto el desarrollo
morfogénico, vegetativo y también el crecimiento de la plan-
tula (Huché-Thélier et al.,, 2016). Estudios han demostrado
que la calidad de la luz afecta el crecimiento y desarrollo de
las plantas mediante la activacién selectiva de diferentes
fotorreceptores (Darko et al, 2014; Bian et al., 2015). Las
propiedades Unicas de los diodos emisores de luz (LED)
permiten la manipulacién conveniente de las caracteristicas
espectrales, la intensidad radiante o luminosa y los ajustes
temporales de la luz producida (D’Souza et al., 2015). Se han
utilizado LED de ancho de banda estrecho para analizar los
cambios en los niveles de carotenoides y glucosinolatos (GL)
en las coles maduras (Lefsrud et al., 2008) y en los niveles de
nutrientes de germinados de brécoli con luz azul (Kopsell y
Sams, 2013; Kopsell et al., 2014). Por otro lado, la produccién
de germinados implica el uso de tambores rotatorios, bande-
jas, estacionarios verticales o jarras de vidrio. Los tambores
rotatorios utilizados industrialmente estan disefados para
permitir la irrigacion frecuente, el drenado sin restricciones,
el tamano de la carga de semillas, la velocidad y el tiempo de
rotacion (Fu et al,, 2001; Tong-Jen et al., 2008). Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue identificar el perfil fitoquimico
del germinado de brocoli por estrés luminico en un dispositi-
vo germinador rotatorio tipo tambor.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las semillas certificadas de Brécoli (Brassica oleracea
L. var italica) fueron proporcionadas por una empresa de
germinados de la regién. Los germinados de brocoli fueron
producidos en un dispositivo germinador rotatorio (registro
de patente en tramite, No. de folio MX/E/2018/054797) bajo
las condiciones de germinaciéon de 10 s de aspersion de
agua cada 90 min, 1 h de ventilaciéon cada 3 h, 2 rpm, 99 %
humedad relativa y 3 condiciones de fotoperiodo: a) 11 h luz
blanca 5.84 umol/m?s?/5 h luz roja 628 nm 1.20 umol/mr
252/8 h oscuridad; b) 11 h luz blanca 5.84 umol/m?s?%/5 h
luz azul 455 nm y 3.93 umol/m=2s2/8 h oscuridad; c) 11 h luz
blanca 5.84 umol/m=2s?%/5 h luz verde 521 nmy 3.79 umol/mr
252 /8 h oscuridad emitidos por diodos Leds, y como control
se utilizé 16 h luz blanca/8 h oscuridad. Al finalizar 6 dias de
germinacion, los germinados se colocaron en un secador de
conveccion elaborado especialmente para este estudio, a 45
°C por 10 h. Posteriormente, los germinados deshidratados
fueron colocados en bolsas de poliestireno oscuras para la
proteccion de la luz, finalmente, las muestras se colocaron en
refrigeracion.
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Obtencion de extractos

Para obtener los extractos se basé en la metodologia
de Morales-Del Rio et. al (2015) con algunas modificaciones.
Se pesaron 3 g de muestra seca y pulverizada, se adiciona-
ron 30 mL de metanol, después las muestras se sonicaron
(Sonicador BRANSONIC, 1510R-DTH) a 5 °C durante 15 min,
se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min a 4 °C (Centrifuga
Eppendorf, AG 22331 Hamburg, No. 5811YL843952). Las
muestras se filtraron (papel filtro Whatman No. 1, poro 0.7
pm) recuperandose el filtrado y el sedimento fue sometido
a un segundo tratamiento con 30 mL de metanol, repitien-
do el procedimiento posterior a la adicion del metanol. Los
filtrados obtenidos de cada muestra se concentraron en un
rotavapor (Heidolph, 4003 VAC Senso T) a 40 °C. El extracto
de cada muestra se pesé para obtener el rendimiento de
extracto por gramo de muestra seca y posteriormente se
diluy6é en metanol a una concentracion final de 0.04 g/mL.
A partir de esta preparacién se determinaron la capacidad
antioxidante, cuantificacion de fenoles, flavonoides totales
y la identificacion colorimétrica de fenoles, saponinas, alca-
loides, taninos y cumarinas de acuerdo a la metodologia de
Hinojosa-Davalos et al. (2013).

Determinacion de la actividad antioxidante

ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6
sulfonato de amonio). La determinacién de radical ABTS*t
se realizé por la técnica Re et al. (1999) con algunas modifica-
ciones, se tomaron 270 pL de la solucion del radical catiénico
preparado y se adicionaron 20 pL de muestra leyendo a una
absorbancia de 734 nm después de 30 min de reposo. Se
utilizé6 metanol como control. Los resultados se expresaron
en porcentaje de inhibicidn, calculado como se indica a con-
tinuacion.

absorbancia control — absorbancia muestra

% de inhibicién = - X100
absorbancia control

DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil). Por medio de
la técnica espectrofotométrica se estudié la capacidad de
inhibicién utilizando el radical sintético DPPH de acuerdo a
la técnica de Molyneux (2004) con algunas modificaciones.
Se tomaron 200 pL de radical con 20 pL de muestra, se dejo
reposar media hora y se midié la absorbancia a una longitud
de onda de 515 nm. Se utilizd metanol como control. Los
resultados se reportaron como porcentaje de inhibicion,
empleando la siguiente férmula.

absorbancia control — absorbancia muestra

% de inhibicién = X100
7 de inhibicion absorbancia control

Determinacion de fenoles totales. Para la deter-
minacidon de fenoles totales, se utilizdé el método de Folin
Ciocalteu utilizado por Prior et al. (2005) y Pérez-Najera et al.
(2013) con algunas modificaciones. Se tomaron 10 pL de ex-
tracto y se agregaron 25 pL de solucién de Folin 1 N (Sigma-
Aldrich). Se dejaron reposar por 5 min. Posteriormente, se
adicionaron 25 pL de Na,CO, (Sigma-Aldrich)al 20 %y 140 L
de agua destilada para llegar a un volumen final de 200 pL.
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Se dejaron reposar 30 min y se determiné la absorbancia a
760 nm. Se realizd una curva con el estdndar acido gélico en
metanol. Los resultados se expresaron como miligramos de
equivalentes de dcido gélico por gramo de muestra seca (mg
EAG/gms). Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

Determinacién de flavonoides. La cuantificacion de
flavonoides se realizé mediante el método colorimétrico des-
crito por Maksimovic et al. (2005) utilizando quercetina como
control. Se tomaron alicuotas de 80 pL de extracto y fueron
adicionadas a 80 uL de una solucién etandlica de tricloruro
de aluminio (20 g/L) (Sigma-Aldrich). Se agitaron durante 30
s y posteriormente se cubrieron con papel parafilm® dejan-
dolo reposar durante 1 h en oscuridad a temperatura de 25
°C. Transcurrido este tiempo se volvio a agitar durante 30 s y
se determiné la absorbancia a 415 nm. Se realizd una curva
de calibracién con el estandar quercetina en metanol. Los
resultados se expresan como miligramos de equivalentes de
quercetina por gramo de muestra seca (mg EQ/gms).

Identificacion de fenoles mediante cromatografia en
capa fina (TLC)

La identificacion de fenoles se realizé utilizando la téc-
nica de Garcia-Pena et al. (2009). Los extractos metandlicos
de los germinados se colocaron en placas de TLC (7 x 4 cm)
(MACHEREY-NAGEL, DC-Fertigfolien ALUGRAM, 907189) para
su identificacion. A través de un capilar, se colocaronde 3a 4
gotas de cada extracto correspondiente a una placa de TLC.
Posteriormente, se dejoé secar la placa con las muestras. Se
colocé la fase movil (éter de petréleo:acetato de etilo:acido
férmico, 40:60:1) en la cdmara cromatografica con minimo de
30 min para que impregnen los gases. Se sacaron las placas
cuando el solvente eluyé a 1 cm de distancia del extremo
final de dicha placa. Se dejé secar durante 5 min, en seguida
se llevé bajo luz UV (UVP, UVLS-26 El series UV Lamp, P/N 95-
0279-0), a la longitud de onda de 254 nm para observar el
numero de compuestos fluorescentes. Posteriormente, se es-
parcié a toda la placa con un atomizador el agente revelador
para fenoles (o solucién reveladora, FeCI3 al 10 %). Se dejo
reposar 5 min y se colocé en una parrilla eléctrica (THERMO
Scientific, SP131015) a 110 °C por un lapso de 10 min. A
continuacion, se colocé la placa nuevamente bajo luz UV a
la misma longitud de onda antes mencionada. Finalmente,
se obtuvo el factor de retencién (FR = distancia muestra /
distancia solvente) de cada compuesto encontrado, se utilizé
acido gélico como control positivo.

Identificacion de flavonoides mediante cromatografia en
capa fina (TLC)

La identificacién de flavonoides se realizé siguiendo el
protocolo de Garcia-Pefa et al. (2009). Las placas de TLC, tu-
vieron las mismas caracteristicas y el mismo procedimiento
que para la identificacion de fenoles mediante cromatografia
en capa fina. La fase movil fue acetato de etilo:acido
férmico:acido acético glacial:agua (100:11:11:27). Las placas
de TLC fueron observadas con luz UV a una longitud de onda

de 254 nm. Se utilizé quercetina como control positivo. Por
ultimo, se obtuvo el FR de cada compuesto encontrado.

Identificacion de saponinas

La identificacion de saponinas se realizé por la técnica
establecida por Galindo et al. (1989) y Sanchez-Garcia et al.
(2010). Se diluyé el extracto 1:9 tomando 1 mL del extracto
metandlico colocandolo en un tubo de ensaye de vidrio con
tapa (13 x 100 mm). Se agregaron 9 mL de agua destilada,
se homogenizé lo suficiente sin formar espuma y se filtré
la disolucion (papel filtro Whatman No.1). De esta mezcla
se tomd 1 mL y se pas6 a un tubo con tapa (13 x 100 mm).
Posteriormente, se agitd vigorosamente durante 30 s, se dejé
reposar 15 min. Transcurrido el tiempo establecido se midié
la altura de la espuma formada en cada muestra.

Prueba rapida para alcaloides

Se utilizé6 1 mL de extracto matandlico colocandolo
en un crisol de porcelana, con la ayuda de una pipeta Pas-
teur se agregaron 4 gotas de hidroxido de amonio liquido
(Sigma-Aldrich). Dicha solucion se colocé bajo campana de
extraccién con el propésito de eliminar solventes. A este
ultimo residuo se le adicionaron tres gotas de acido acético
glacial (Sigma-Aldrich) y una gota de agua bidestilada,
concentrando la soluciéon nuevamente bajo campana de
extraccién. Por ultimo, con la ayuda de una pipeta Pasteur
se colocaron 4 gotas de la soluciéon formada en un trozo de
papel filtro (Whatman No.1) de 4 X 4 cm y se agregaron 4
gotas del reactivo de Dragendorff. Se observé la coloracién
del papel filtro después de 24 horas. Como control positivo
se utilizé cafiaspirina (la cual contiene el alcaloide cafeina).
Un cambio de naranja a rojo o rosado sugiere la presencia de
alcaloides (Galindo et al., 1989).

Prueba rapida para taninos

Esta prueba rapida se realiz6 bajo el protocolo pro-
puesto por Garcia-Peia et al. (2009) y Sanchez-Garcia et al.
(2010). Se colocaron aproximadamente 0.7 g de muestra seca
en un matraz de afore. Se le afadieron 200 mL de ferrocia-
nuro de potasio (K,Fe(CN))) para quedar finalmente a una
concentracion de 0.004 M, en ausencia de luz y sometidos a
100 rpm por 15 min (Shaker. Maxq2000, Barnstead/Lab-Line,
SHKA2000). Transcurrido el tiempo sefnalado se adicionaron
20 mL de cloruro férrico (FeCIB) al 0.008 M. Se considera un
resultado positivos con cambio de coloracién a) verde oscuro
= taninos condensados, b) azul = taninos hidrolizables.

Prueba rapida para cumarinas

Para determinar cumarinas se utilizé la técnica pro-
puesta por Galindo et al. (1989), Garcia-Pefa et al. (2009) y
Sénchez-Garcia et al. (2010), con algunas modificaciones.
A partir del extracto metandlico, se realizé una dilucién si-
guiendo la proporcion 1:9 de extracto:agua. Se colocaron de
dicha diluciéon 2 mL en un tubo de vidrio con tapa, colocando
una tira de papel filtro dentro del tubo previamente empapa-
do de una solucién alcalina de NaOH (0.06 g/mL). Sin tocar el
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extracto dentro del tubo, se tapo y se llevé a calentar en un
mechero Bunsen hasta desprendimientos de vapores. Se tuvo
el cuidado necesario para que el papel filtro no se quemara,
ni se empapara de la solucién alcalina al agitarse, evitando
que sufriera proyeccidn, ya que las cumarinas presentes en
los extractos se acumulan en el papel filtro. Después, se llevéd
el papel filtro bajo ldmpara UV (UVP, UVLS-26 El series UV
Lamp, P/N 95-0279-0), observando la posible presencia de
cumarinas, si el papel filtro exhibe puntos fluorescentes, la
muestra se considera positiva.

Analisis estadisticos

Todos los datos fueron sujetos a un andlisis de varianza
(ANOVA) empleando el programa Statgraphics Centurion XV
(ver.15.02.06.), los datos que se muestran son valores medios
(media £ desviacion estandar). Las medias fueron compara-
das usando la prueba de la diferencia minima significativa
(LSD) con un nivel de confianza del 95 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las condiciones de germinacién a las que fueron
sometidos los germinados se mantuvieron estables en los 6
dias de experimentacién. La cubierta protectora al ser de acri-
lico permitié el paso de luz blanca exterior, 523/interior 401
luxes, luz roja exterior 93/interior 82 luxes, luz azul exterior
320/interior 270 y luz verde exterior 307/interior 260 luxes, a
pesar de las diferencias de la intensidad de luz en el exterior
e interior del germinador rotatorio las longitudes de onda de
cada color se mantuvieron estables. Debido a que la luz es
uno de los principales factores que afecta el crecimiento y
morfogénesis en las plantas los tratamientos con diferentes
condiciones de luz han estado bien documentados (Kopsell y
Sams, 2013; Olle y Virsile, 2013; Carvalho y Folta, 2014; Craver
etal., 2017). Las diferentes condiciones de luz con las que los
germinados fueron irradiados en el dispositivo germinador
rotatorio, mostraron diferencia estadistica significativa (p <
0.05) en todas las condiciones de luz aplicadas.

En este estudio, en la relacién al peso seco, todas
las condiciones tuvieron mayores rendimientos que la luz
blanca, la condiciéon de luz roja fue el que obtuvo mayor ren-
dimiento, como se observa en laTabla 1. Esto puede ser a que
la emision de luz roja (600 a 700 nm) se considera la mas efi-
ciente para impulsar la fotosintesis en funcién del rendimien-
to cuantico de las mediciones en la fotosintesis instantanea
de la hoja (McCree, 1972). Sin embargo, en un estudio que
fue realizado por Paniagua-Pardo et al. (2015) en 30 semillas
de broécoli en un dispositivo germinador estacionario, repor-
taron incrementos del 11 % con luz roja, 4 % con azul y 17 %
con luz verde para el germinado de broécoli en fresco, y para
el peso seco el mejor tratamiento fue el que utilizé luz roja
con rendimientos hasta del 6 % con respecto a la luz blanca.
Estas diferencias entre las investigaciones pudieron deberse
al tipo de dispositivo germinador y a la densidad de semillas
utilizadas. Lo anterior puede deberse a que en el germinador
rotatorio no solo las condiciones de luz son controladas sino
también la humedad vy la irrigacion.
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Tabla 1. Rendimiento de germinado de brécoli bajo las diferentes condicio-
nes de luz en el germinador rotatorio.

Table 1. Broccoli sprout performance under different light conditions in the
drum rotary germinator.

Cotions el ) SN S
Blanca 70 421+1°  13+1.15¢  6+0.01°  0.18+0.02¢
Roja 70 385+1.15¢ 50+1.52° 5.5+0.01¢  0.71+0.02°
Azul 70 450+0.57° 30+2° 6.42+0.08° 0.44+0.03°
Verde 70 416+1°¢ 22+1.5¢ 5.94+0.01¢ 0.33+0.02°

Abreviaciones: GH germinado humedo; GS germinado seco

+ Los valores representan las medias y las desviaciones estandar de tres
repeticiones.

* Letras superindice diferentes por columna indican diferencia significativa
(p < 0.05).

Por otro lado, Kopsell et al. (2014), en microgreen
(plantulas cosechadas de 7-14 dias después de germinar) de
brécoli germinados en charolas he iluminados con luz fluo-
rescente/incandescente por un fotoperiodo de 16 h con 5 %
azul/85 % roja/10 % verde por 21 dias obtienen rendimientos
11.26 g por gramo de semilla, por el contrario a los resulta-
dos obtenidos en nuestro estudio con las condiciones de luz
aplicadas se obtuvieron entre 5.5-6.42 g de germinado por
gramos de semilla de brécoli. Cabe mencionar que la dife-
rencia puede ser por el tiempo de crecimiento de las plantas
considerando que el germinado dura 6 dias en proceso de
germinacién y el microgreen mas de 9 dias de crecimiento
o hasta la emergencia de las hojas verdaderas. Por otro lado,
los rendimientos de extractos metanélicos no mostraron
diferencia significativa (p > 0.05) entre los tratamientos con
respecto a la condiciéon de luz blanca, como lo muestra la
Tabla 2.

Los extractos de plantas se obtienen para concentrar
los metabolitos y/o compuestos fitoquimicos presentes en
los vegetales, entre estos se encuentran alcaloides, sapo-
ninas, compuestos fendlicos, etc. los cuales pueden poseer
actividad antialergénica, antiinflamatoria, antihipertensiva,

Tabla 2. Rendimiento de extractos metandlicos de los germinados de
brécoli bajo las diferentes condiciones de luz.

Table 2. Performance of methanolic extracts of the broccoli sprouts under
the different light conditions.

Condiciones  muestra

de luz secallg] Extracto (g) gE/gms % (p/p)
Blanca 3 0.51+0.102 0.12+0.022 12+1.72
Rojo 3 0.44+0.032>  0.12+0.012 12.1+0.772
Azul 3 0.40+0.032>  0.11+0.00° 11.05+0.402
Verde 3 0.31£0.09°  0.10+0.022 10£2.22

Abreviaciones: g E gramo extracto; ms muestra seca

+ Los valores representan las medias y las desviaciones estandar de tres
repeticiones.

* Letras superindice diferentes por columna indican diferencia significativa
(p < 0.05).
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antiviral, antifungica, asi como también la capacidad de in-
hibir radicales libres (Ramirez-Rojo et al., 2018). De acuerdo
con los resultados obtenidos en las pruebas cualitativas, se
observo la presencia de los metabolitos secundarios en los
germinados de brécoli bajo todas las condiciones de luz, sin
la modificacion de éstos, por la aplicacién de las diferentes
condiciones de luz con respecto a la luz blanca (Tabla 3).
Resultados similares han sido obtenidos por Chauhan et al.
(2016) en repollo morado, reportan la presencia de flavo-
noides, taninos y la ausencia de saponinas y cumarinas en
extractos metandlicos y Guriya et al. (2015) en repollo verde,
reportaron la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos,
fenoles y ausencia de saponinas. Caso contrario en un estudio
realizado por Kusmiati y Agustini (2017) en hojas de brécoli
secas y maceradas con n-hexano por 48 h obtuvieron la pre-
sencia de saponinas y ausencia de fenoles, taninos y alcaloi-
des. Asi mismo, Dhiman et al. (2015) en extractos metandlicos
de hojas de brécoli reportan la ausencia de alcaloides, fenoles
y taninos y la presencia de saponinas. Se podria sugerir que
estas diferencias se deben al estado fenolégico de las plantas
y los germinados, esto debido a que a medida que progresa
la maduracién de la planta se sintetizan o activan enzimas en
etapas particulares del desarrollo de la planta que participan

en la sintesis de metabolitos secundarios (Chen et al,, 2012).

Los extractos metandlicos de los germinados de bro-
coli fueron evaluados por cromatografia en capa fina (TLC
por sus siglas en inglés) para la determinacion de fenoles y
flavonoides como se muestra en la Tabla 4, con la presencia
de compuestos solubles en referencia al disolvente emplea-
do y de su factor de retencién (FR). Sin embargo, puede
existir la posibilidad de compuestos similares, como los
isdmeros o muy parecidos en su estructura y por tanto tener
un FR muy similar, por lo tanto, una TLC solo muestra un
perfil probable sobre el nimero de compuestos, pero no da
la sequridad absoluta del total de compuestos existentes en
los germinados. Los resultados obtenidos mostraron que los
extractos metadnolicos de germinados de brocoli expuestos a
diferentes condiciones de luz correspondian a los estandares
de 4cido gélico compuesto No. 6 y quercetina compuesto No.
3,conun FR de 0.4y 0.7 respectivamente.

Es ampliamente conocido que los efectos de la in-
tensidad y calidad de la luz tiene efectos positivos en la acu-
mulacién de fitoquimicos en plantas (Li y Kubota, 2009; Fu
et al, 2012). La irradiacion durante el cultivo de germinados
aumenta el contenido fendlico total al mejorar la fotosintesis
y la ruta de la malonil-CoA, que se asocia con la sintesis de

Tabla 3. Interpretacion colorimétrica de metabolitos secundarios de los extractos metandlicos de

los germinados de brécoli.

Table 3. Colorimetric interpretation of secondary metabolites of the broccoli sprouts methanolic

extracts.
S:T_:i:iones Fenoles Flavonoides Saponinas Alcaloides Taninos Cumarinas
Blanca + + - - + -
Roja + T = - + -
Azul + + = = + =
Verde + + - - + -

Presencia (+), Ausencia (-)

Tabla 4. Valores de retencion FR (factor de retencion) observado en fenoles y flavonoides de los extrac-
tos metandlicos de germinado de brocoli por cromatografia en capa fina (TLC).
Table 4. RF retention values (retention factor) observed in phenols and flavonoids of methanol extracts

of broccoli sprout by thin layer chromatography (TLC).

Fenoles Flavonoides

No. de 254 nm 254 nm

Compuesto
(s) AG C R A Vv Q C R A Vv
1 = 0.9 0.9 0.9 0.9 = = = = =
2 - = 0.8 0.8 0.8 = = = = =
3 - 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
4 = 0.6 0.6 0.6 0.6 = = = = =
5 - = = = = = 0.5 0.5 0.5 0.5
6 0.4 - 0.4 0.4 0.4 - 0.4 0.4 0.4 0.4
7 = = = = = = 0.3 0.3 0.3 0.3
8 - = = = = = 0.2 0.2 0.2 0.2

Abreviaciones: (AG) Acido galico; (Q) quercetina; (C) luz blanca; (R) luz roja; (A) luz azul; (V) luz verde.
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compuestos fendlicos (Kim et al., 2005; Pérez-Balibrea et al.,
2008). Asi mismo, Long y Jenkins (1998) observaron que la
luz azul induce a las enzimas involucradas en el metabolismo
fendlico, como la fenilalanina amoniaco-liasa y la chalcona
sintasa. Asi mismo, Qian et al. (2016) en su estudio con luz
azul en el germinado de Kale chino indujo la acumulacién
de antiocianidinas de fenoles y flavonoides. En otro estudio,
Kwack et al. (2015) examinaron el efecto de la intensidad y
calidad luz LED en germinados de brécoli y observaron que
el contenido de fenoles fue mayor en las condiciones de luz
roja y azul.

Por otra parte, la actividad antioxidante de los ex-
tractos de brécoli contra los radicales libres de ABTS y DPPH
fue por arriba del 85 % en todas las condiciones de luz. La
capacidad de inhibicidon de los radicales ABTS y DPPH por
los extractos mostraron diferencia significativa entre ellos (p
< 0.05), con el radical ABTS se obtuvieron mayores porcen-
tajes de inhibicion, esto podria ser debido a que el ABTS no
interfiere con la absorcién de los compuestos que absorben
a longitudes de onda del espectro visible y por su afinidad
por compuestos hidrofilicos e hidrofébicos presentes en
los extractos (Solanilla et al,, 2011) (Figura 1). Por su parte la
capacidad antioxidante de los extractos juega un papel im-
portante, se puede decir que esta propiedad va a depender
de la estructura quimica de los compuestos y de la presencia
de grupos hidroxilo presentes en la molécula. Los grupos
hidroxilo, al estar unidos a un anillo bencénico, presentan la
posibilidad de que el radical libre interaccione con los elec-
trones del anillo, lo que les confiere caracteristicas especiales
respecto al resto de alcoholes (Perez-Perez et al., 2018). Sin
embargo, la condicién de luz azul es la que obtuvo mayor
efecto en la inhibicion de los radicales ABTS y DPPH como

[ ABTS
[ DPPH
%7 A A A
e —
B ma
a
90 B ab
¢ i T >
T En
=
Q2 854
2
3
© 80
75 A
70 T T T T
Blanca Roja Azul Verde

Figura 1. Porcentaje de inhibicion de los radicales libres ABTS y DPPH de los
extractos metandlicos de germinados de brdcoli. Letras diferentes mayus-
culas (ABTS) y minusculas (DPPH) indican diferencia significativa (p < 0.05)
entre los tratamientos.

Figure 1. Percentage of inhibition of the ABTS and DPPH free radicals of
broccoli sprouts methanol extracts. Different uppercase letters (ABTS) and
lowercase letters (DPPH) indicate significant difference (p < 0.05) between
treatments.
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lo muestra la EC,,en muestra seca (Tabla 5). Los porcentajes
de inhibicion del radical ABTS por los extractos metandlicos
de los germinados de brécoli bajo las diferentes condiciones
de luz se pueden observar en la figura 1. De acuerdo con los
resultados obtenidos, el porcentaje de inhibicion fluctua
entre 90 y 92 %. En las 3 condiciones de luz se presentaron
diferencias significativas (p < 0.05) con respecto a la luz blan-
ca, siendo esta misma la de menor porcentaje de inhibicion,
en cambio las luces roja, azul y verde presentan el mayor
porcentaje de inhibiciéon con un 2 % mas que la luz blanca.

Tabla 5. EC, de los extractos metandlicos de los germinados de brocoli
contra los radicales libres de ABTS Y DPPH.

Table 5. EC,  of the methanolic extracts of broccoli sprouts against the
ABTS and DPPH free radicals.

Condicién de luz EC,,ABTS mg/mL EC,,DPPH mg/mL
Control 1.5068 2.0789
Rojo 1.2506 1.5271
Azul 1.1232 1.1577
Verde 1.5254 1.9928

El porcentaje de inhibicion del radical DPPH fluctua
entre los 86 y 88 % como lo muestra la Figura 1. Resultados
diferentes obtenidos con el radical ABTS. Sin embargo, la
condicién luz roja y azul estan por arriba del porcentaje de
inhibicién de la luz blanca excepto la luz verde que no mos-
tré diferencia significativa con respecto a la luz blanca.

En un estudio realizado por Cho et al. (2008) obtuvie-
ron una reduccion del radical libre DPPH del 93.5 % con luz
blanca en germinados de brécoli a los 8 dias de geminacion,
en comparacion por los resultados obtenidos en nuestro es-
tudio de 87.2 %, haciendo asi una diferencia de 6.29 % menos
deinhibicion del radical DPPH con germinados de brécoli con
luz blanca. Resultados similares a nuestro estudio se obtuvie-
ron por Chaudhary et al. (2016) con germinados de coliflor
bajo los fotoperiodos de 16 h luz blanca y 8 h oscuridad a
24 °C donde obtuvieron 87.70 % de inhibicién con el radical
DPPH a los 5 dias y 80.90 % a los 7 dias de germinacién y una
ICSOde 1.51 mg/mL.Valeetal. (2014) obtuvieron una IC,,0.217
mg/mL a los 7 dias de germinacion de semillas brécoli en un
gabinete de germinacion con ciclos de fotoperiodos de 16
h luz blanca y 8 h de oscuridad. En nuestro estudio bajo la
condicién de luz verde se obtuvo de 1.99 mg/mL en el germi-
nado de brécoli con 5 dias de germinacién. Por otro lado, las
diferencias encontradas pueden deberse al mecanismo de
reaccion de los radicales con los compuestos de los extractos
estudiados. El radical DPPH puede reaccionar por la sucesion
de un dtomo de hidrégeno por el agente antioxidante en una
reaccion de pseudo primer orden en la que puede ocurrir una
dimerizacion de los productos formados o a reacciones de
los productos de la misma reaccion (Guija-Poma et al,, 2015).
Por otro lado, el radical ABTS puede reaccionar con especies
donantes de hidrégeno o electrones y tanto la estructura
quimica, la concentracién del compuesto, la posicion de los
grupos hidroxilo y el tiempo, determinaran el orden de la



Hinojosa-Davalos et al: Identificacion del perfil fitoquimico y efecto del estrés / XXI (3): 67-75 (2019)

reaccion (Tian y Schaich, 2013). Las diferencias encontradas
con respecto a la cantidad de fenoles por la técnica de Follin-
Ciocalteu en cada condicién aplicada se pueden observar
en la Figura 2. De acuerdo con los resultados obtenidos las
condiciones de luz roja fue la que obtuvo una mayor con-
centraciéon de fenoles similar a la condiciéon de luz blanca
con diferencia significativa con respecto a la condicion de
luz verde. Similar al resultado obtenido para los flavonoides
la condicion de luz roja fue la que mayor concentracién de
flavonoides obtuvo, mostrando una diferencia significativa
con respecto al resto de las condiciones de luz (Figura 2).

[ Fenoles
[ Flavonoides

A 12

AB

mg EAG / g mtra. seca
(=2
mg EQ / g mtra. seca

1o 00 e e

Azul

Blanca Roja Verde

Figura 2. Fenoles (mg EAG/g mtra. seca) y Flavonoides (mg EQ/g mtra.
seca) totales in vitro de los extractos metanolicos de los germinados de
brocoli. Letras diferentes mayusculas (fenoles) y minusculas (flavonoides)
indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos.

Figure 2. In vitro total phenols (mg EAG/g dry sample) and flavonoids (mg
EQ/g dry sample) of the methanolic extracts of broccoli sprouts. Different
uppercase letters (phenols) and lowercase letters (flavonoids) indicate
significant difference (p < 0.05) between treatments.

En un estudio realizado por Vale et al. (2014) utilizaron
un germinador estacionario vertical y no obtuvieron conteo
de fenoles totales a los 6 dias de germinacién en germinados
de brécoli, sin embargo, después de 15 dias de germinacion
obtuvieron 24 mg EQ de muestra seca. La extraccién de di-
chos compuestos la realizaron con agua destilada a diferen-
cia de nuestro estudio que la extraccién de los compuestos
se realizé con metanol, obteniendo 1.8 mg EQ de muestra
seca a los 6 dias de germinacion, por lo que las diferencias
entre ambos estudios pueden deberse por el tipo de extrac-
cion utilizada. En un estudio diferentes, Pérez-Balibrea et al.
(2008) obtuvieron 310.2 mg por 100 g de muestra fresca de
compuestos fendlicos en extractos metandlicos de germina-
dos de brécoli cultivados por 16 h luz blanca/8 h oscuridad
durante 7 dias. Aunque los flavonoides son los polifenoles
mayormente distribuidos en las plantas (Martinez-Valverde
etal., 2000) no necesariamente quiere decir que un alto con-
tenido de fenoles indica un alto contenido de flavonoides
(Bedascarrasbure et al., 2004).

CONCLUSIONES

El dispositivo germinador rotatorio permite mantener
las condiciones de humedad relativa, irrigacion y luminosi-
dad dentro de la cdmara de germinacién para el desarrollo
6ptimo de germinado de brécoli, asi mismo, en la condicion
de luz roja se obtienen los mejores rendimientos de ger-
minados, favorece el aumento de fenoles y flavonoides. El
dispositivo germinador rotatorio puede ser potencialmente
utilizado para que las semillas germinadas aumenten el
contenido de compuestos fitoquimicos, y con ellos tener
un valor agregado en la produccién de alimentos con alto
contenido de antioxidantes, convirtiéndolos en una mejor
fuente de este tipo de compuestos bioactivos.
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