@
",.“‘
ICANICL A
’ ’ v ﬂ E i*-\'g U IJ &,

@ <:visTA DF DIVULGACION CIENTIFICA

v

EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN GERMINADOS DE
LENTEJA (Lens culinaris) PRODUCIDOS BAJO LUZ ARTIFICIAL EN
DISTINTOS RANGOS NANOMETRICOS

Solorzano Sénchez, Allan Josué (1), Ruiz Nieto Jorge Eric (2¥), Sansén Gémez Diana(3m),
Herndndez Ruiz Jesus (4p) Javier Ulises Sotelo Gonzales (5£) Mireles Arriaga, Ana Isabel (6*)

1 Ingenieria Agrondémica en Sistemas de Produccién Agricola, Universidad de San Carlos de Guatemala | josue.hb26(@yahoo.com

2, 3, 4, 5 Departamento de Agronomia, DICIVA, Campus Irapuato-Salamanca, Universidad de Guanajuato | Direccién de correo
electrénico: m[dianasg7@yahoo.com.mx], B[hernandez.jesus@ugto.mx] ¥[jorge.ruiz@ugto.mx],
£(gfb.sotelo@gmail.com),*[ana.mireles@ugto.mx]

Resumen

Los germinados son un alimento popular debido a su facilidad de produccién y consumo, aunado a su alto
contenido de compuestos benéficos como los antioxidantes. Estos pueden neutralizar el estrés oxidativo
causado por el exceso de radicales libres, que dafia a las células del cuerpo y ocasiona enfermedades
degenerativas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el contenido de antioxidantes en germinados
de Lens culinaris producidos con luz artificial en distintas longitudes de onda. Se evalud el rendimiento
por medio de la materia seca y el contenido relativo de agua. Se determind la concentracién de proteinas,
beta-carotenos y clorofila A y B de los germinados. La actividad antioxidante fue determinada por los
Métodos del DPPH y ABTS. El contenido de compuestos fendlicos se obtuvo mediante el método Folin-
Ciocalteu. Se evalug el nivel de estrés de los germinados con la concentracion de Prolina, para determinar
si hay relacion entre el estrés y el contenido de antioxidantes. Los resultados generales indican que se
encontré6 mayor actividad antioxidante en el tratamiento T2, y menor actividad en el T1. Se puede concluir
entonces que la luz LED azul es potencialmente generadora de germinados vegetales con una mayor
cantidad de antioxidantes.

Abstract

The sprouts are popular food due to its ease of production and its high content of nutrients such as
antioxidants. These antioxidants can neutralize the free radicals that are responsible for damage the cells
causing degenerative diseases. The objective of this research was to evaluate the physiological and
antioxidant response of Lens culinaris sprouts produced with artificial light at different wavelengths. The
yield was evaluated by means of the dry matter and the relative water content. The concentration of
proteins, beta-carotenes and chlorophyll A and B of the sprouts was determined. The antioxidant activity
was determined by the DPPH and ABTS Methods. The content of phenolic compounds was obtained by
the Folin-Ciocalteu method. The stress level of the sprouts was evaluated with the concentration of Proline.
The results indicate greater antioxidant activity and protein content in the T2 treatment, It can be concluded
then that the blue LED light is potentially a generator of vegetable germinates with a greater amount of
antioxidants.
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INTRODUCCION

Un germinado es una semilla cosechada desde 3 hasta 7 dias después de su germinacion, dependiendo de la
especie utilizada. Se catalogan alimento listo para consumir, y se han popularizado en los ultimos afios debido
a su facilidad de obtencion y cualidades nutricionales que se adecuan al mercado actual. La lenteja germinada
contiene numerosos nutrientes, como vitaminas B1, B3, B6, zinc, hierro y numerosos compuestos bioactivos
con capacidad antioxidante. El consumo de estos compuestos se relaciona directamente con la disminucién del
riesgo de desarrollares algunos tipos de cancer y enfermedades coronarias [1].

Existen diversas formas de maodificar el contenido de antioxidantes durante produccién de germinados, que
puede ser mediante factores abidticos que producen cierto estrés en la planta [2]. El uso de lamparas LED con
diferentes tonalidades ha mostrado efectos positivos en el contenido de antioxidantes presentes en distintas
especies vegetales, es por ello que el objetivo principal de este trabajo, determinar los efectos en el contenido
de antioxidantes y nutrientes en germinados de lenteja mediante la aplicacion de estrés luminico por medio de
luz artificial LED en diferentes longitudes de onda.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacién del experimento y material vegetal

La presente investigacion se llevd a cabo en una habitacion oscura del Laboratorio de Fitopatologia ubicado en
la DICIVA, del campus Irapuato-Salamanca, de la Universidad de Guanajuato. Los germinados de lenteja se
produjeron dentro de una camara humeda para cada tratamiento. Dicha camara consistiéo en una bandeja de
polietileno tereftalato o PET cubierta en el fondo con papel absorbente. Cada bandeja fue dividida en cuatro
repeticiones, y en cada repeticién se colocaron 100 semillas de lenteja desinfectadas. Se adicionaron 275 ml
de agua destilada a cada camara en los dias 1 y 4 para cubrir los requerimientos hidricos de los germinados.

Tratamientos

Cada uno de los tratamientos consistid en una cadmara hUmeda expuesta a lamparas LED de 8 W, y la fuente
de variacién fue un color con una longitud de onda especifica y un fotoperiodo de 12:12 durante 8 dias. Se
elaboraron asi: T1, luz LED azul (139 luxes); T2, luz LED blanca (242 luxes); Control, luz natural (140 luxes).
La hora de encendido y apagado fue controlada a través de un temporizador digital General Electric 15089.

Se evaluaron las siguientes variables: 1. Biomasa, por medio de materia seca en gramos. 2. Contenido Relativo
de Agua, en porcentaje (%). Se utilizaron el método y ecuaciones propuesto por Villalobos [3] para calcular el
CRA. 3. Longitud de radicula y plimula, en cm, para determinar si hay relacién entre tratamientos, longitud, y
contenido de antioxidantes. 4. Prolina, como indicador de estrés, en pg mL-1, mediante el método descrito por
Montenegro et al. [4]. 5. Actividad antioxidante, para determinar el porcentaje (%) de actividad antioxidante que
presentan los extractos de los germinados, por medio de las ecuaciones y métodos utilizando DPPH, como lo
hizo Cruz [5], y ABTS, tomando como referencia a Kuskoski et al. [6]. 6. Compuestos fenélicos, en mg de acido
galico, por medio del proceso descrito por Awad [7]. 7. Clorofila, por medio de la concentracion de Clorofila A 'y
B, (mg/g peso fresco), se evalud utilizando el método descrito por Dudek et al. [8] y utilizando las ecuaciones
publicadas por Lichtenthaler y Bushmann [9]. 8. Proteina (mg/g peso fresco), usando las técnicas reportadas
por Waliszewski et al. [10] y Bradford [11]. 9. Beta-caroteno (mg/g peso fresco), usando el método propuesto
por Lichtenthaler [12]. A todas las variables obtenidas se les realiz6 un andlisis de varianza (ANDEVA) vy si
existian diferencias significativas, una prueba multiple de medias de Tukey (significancia = 0.05) para determinar
cuales tratamientos tuvieron aumentos significativos. Se utiliz el paquete estadistico InfoStat v. 2018.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto de las diferentes longitudes de onda sobre el desarrollo fisico de los germinados de lenteja se muestra
en las figuras 1 y 2. Segun el ANDEVA realizado, existen diferencias significativas en el tamafio de plumula y
radicula entre tratamientos. Se determind que T1 y el Control presentan un crecimiento significativamente mayor
de radicula y de plumula sin diferencias significativas entre ellos; cualquiera de los dos tratamientos brindara
resultados estadisticamente iguales. El T2 present6 resultados bajos en ambas variables y esta diferencia en
el tamafio puede deberse al estrés luminico, que depende de la intensidad de la luz a la que esta expuesta la
planta. Estos resultados difieren ligeramente a los obtenidos en otro experimento hecho por Paniagua [25].

T A 800

Long rad cm
Long Plumcm
RA

8
o
5
5

ljzla gs o
218 T 1 3 T d ¥ a—— -
T n

CONTROL n” CONTROL T 7 m CONTROL
TRAT TRAT Tratamiento

Figura 1: a) Tamafio de la radicula y b) tamafio de plimula en germinados de lenteja expresada en cm. ¢) porcentaje de germinacion, y d)
porcentaje de CRA, en germinados de lenteja. Letras diferentes en cada tratamiento indican diferencias significativas (alfa: 0.05).

Las caracteristicas fisicas medidas fueron el Contenido Relativo de Agua (CRA) y el porcentaje de germinacion
(PG), el T1 no presenta diferencias estadisticas con el Control, pero ambos tratamientos tienen un mayor PG,
con 75.5% y 71.75% respectivamente. ElI T3 presenta un PG medio de 37%. En este caso, en el mismo estudio
de Paniagua-Pardo [25] se obtuvieron resultados muy similares, ya que el tratamiento de la luz azul obtuvo PG
entre 85% y 90%, sin embargo, la luz blanca también logré un PG de 89%, dichas diferencias pueden deberse
a la especie de la semilla utilizada incluso a la intensidad de la luz.

En la figura 1c) podemos observar que T1 es el tratamiento que presenta mayor CRA. Esto quiere decir que los
germinados tratados con la luz LED azul tienen cierta tendencia a resistir la sequia [26]. Estos resultados de
CRA, pueden estar relacionados inversamente a la intensidad luminica de cada tratamiento, la cual pudo haber
influido en que la humedad de cada tratamiento disminuyera mas rapido.

Como se muestra en la figura 3a) los tratamientos T2 y T1 presentaron una concentracién significativamente
mayor de compuestos fendlicos que el Control. La concentracion de compuestos fendlicos fue de 0.033 mg
acido gélico/g peso fresco. Se obtuvo entonces que ambos tratamientos con luz artificial LED producen mayor
concentracién de compuestos fendlicos en su estructura. Un resultado similar se ha obtenido en un experimento
realizado con plantas de Medicago arbérea L. [26], en donde el tratamiento con luces LED evaluado produjo
una concentraciéon 1.12 veces mayor que un tratamiento con luz fluorescente. En otro estudio realizado en
tomate de arbol [27], se obtuvo una cantidad de compuestos fendlicos dos veces mas alta que en los
tratamientos con luz artificial T 1 y T2. Esto puede deberse a que la longitud de onda de la luz a la que fue
expuesto dicho experimento, entre 290 a 400 nm, tiene influencia significativa en el contenido de compuestos
fendlicos ya que numerosas enzimas son controladas por estos parametros [29].
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Figura 2: a) Contenido de compuestos fendlicos expresados en mg de acido galico/g peso fresco en germinados de lenteja. b) Contenido de
proteinas expresados en mg/g de peso fresco, ¢) Contenido de beta-caroteno expresados en mg/g peso fresco en germinados de lenteja.
Letras diferentes en cada tratamiento indican diferencias significativas (alfa: 0.05).

El contenido proteico (Figura 2b) de los geminados presenta diferencias significativas (p=0.0359) entre
tratamientos. El T2 presenté una concentracion de proteina de 36.80 mg/g peso fresco, significativamente
mayor que el Control, con 33.95 mg/g peso fresco. El T1 presentd una concentracion media de 31.38 mg/g peso
fresco sin diferencias significativas respecto al grupo T2, como se observa en la figura 3b. Los valores
encontrados para la concentracién de proteinas en los germinados de lenteja se encuentran dentro del rango
reportado por otros autores para otras semillas germinadas [30].

En lo relativo al betacaroteno, el andlisis mostr6 que existian diferencias significativas entre tratamientos, el
contenido de beta-caroteno, es significativamente mas alto en T1, con 8.64 ug/ml, seguido del Control con 4.82
ug/ml, y T2 con 3.18 ug/ml de media, como se observa en la figura 3c. El contenido de beta-caroteno reportado
en estos resultados, es similar al que reportan otros autores para alimentos vegetales del mismo tipo [31]. Al
comparar el contenido de beta-caroteno de los germinados de lenteja con espinacas (1000 mg/100 gramos),
zanahoria (2000 mg/100 gramos) perejil (1160 mg/100 gramos) o aceite de soya (583 mg/100 gramos),
considerados de alto contenido de beta-carotenos, podemos observar que los germinados producidos bajo luz
LED azul, pueden considerarse también como un alimento con alto contenido de dicho elemento [31].

Respecto al contenido de clorofila, (Figura 4a) T1 fue el tratamiento con mayor concentracion de proteina (13.5
mg/g), seguido del control (10.87 mg/g) y por ultimo T2 (5.97mg/g). La concentracion de proteina en el T1, es
mas alta que la producida por la luz natural del control. Esto puede estar directamente relacionado con el
crecimiento de los germinados, que fue mayor en T1 y menor en T2 (Figuras 1y 2). Los contenidos de clorofila
varian ligeramente a otros obtenidos en diferentes investigaciones, siendo los de este trabajo mas altos. Esto
posiblemente sea debido a la influencia de la luz LED azul en la fisiologia de los germinados [32].
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Figura 3. a) Contenido de clorofila expresados en mg/g de materia fresca, b) contenido de prolina expresados en ug/ml de materia fresca en
germinados de lenteja. Letras diferentes en cada tratamiento indican diferencias significativas (alfa: 0.05).
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La prolina, es utilizada para medir el nivel de estrés de las plantas, el tratamiento T2, produjo mayor
concentracion de prolina (4.39 ug/ml), mientras que el control obtuvo la menor concentracion (2.55 ug/ml). El
T1, con luz LED azul, mostro una concentracién de 3.04 ug/ml. Es conocido que la prolina es un metabolito que
se acumula con mayor frecuencia cuando las plantas se encuentran en estrés [33]. Los resultados obtenidos
sugieren que el tratamiento con luz blanca provoco estrés en los germinados.

La presencia de antioxidantes se puede cuantificar por medio del porcentaje de actividad antioxidante (%AA).
En este caso, se evalud el % de inactivacion del radical DPPH y el % de inhibicién del radical ABTS. Ambos
métodos evallan la capacidad de los extractos de germinados de lenteja para atrapar radicales libres en medios
organicos y acuosos, respectivamente. Los datos son presentados en porcentaje, y a pesar de medir
compuestos similares, el %AA expresado por medio de DPPH fue mucho menor que el resultado obtenido a
través del método ABTS. Esta situacidon también se dio en otros experimentos posiblemente por la mejor
solubilidad de los compuestos polares en los medios acuosos en donde se realizé el ensayo ABTS [34].

Tabla 1. Promedios de Actividad antioxidante en germinados de lenteja.

TRAT Descripcion % INACTIVACION RADICAL DPPH % INHIBICION de ABTS
T1 Luz azul 46.80 61.15
T2 Luz blanca LED 34.20 54.50

Control Luz natural 25.45 4529

En este caso, el tratamiento de luz azul, T1 es el que presenta mayores porcentajes de actividad antioxidante,
con 46.80% y 61.15% en DPPH y ABTS, respectivamente, este resultado puede deberse al alto contenido de
beta-caroteno y compuestos fendlicos que también presentd T1, ya que ambos son antioxidantes.
Anteriormente, otros estudios en lentejas, han observado relacion positiva entre en el contenido de fenoles, y
la capacidad antioxidante [35]. Los resultados obtenidos en esta investigacion sugieren que el uso de la luz LED
azul, tiende a provocar una mayor concentracion de antioxidantes en los germinados de lenteja.

CONCLUSIONES

El Tratamiento consistente en luz LED de color azul, con una intensidad luminica de 139 luxes, presenté la
mayor concentracion de antioxidantes como Clorofila, Beta-carotenos, y compuestos fendélicos, asi como mayor
porcentaje de actividad antioxidante, diferenciandose estadisticamente de la luz natural y la luz LED blanca.

El Tratamiento consistente en luz LED de color azul, present6 los mayores crecimientos y desarrollos de los
germinados de lenteja, diferenciandose estadisticamente de la luz natural y la luz LED blanca.

El tratamiento consistente en luz LED de color blanco, con una intensidad luminica de 242 luxes, present6 la
mayor concentracién de proteina y prolina, diferenciandose estadisticamente de la luz LED azul y la luz natural.
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