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RESUMEN

La creciente demanda de alimentos funcionales ha impulsado el estudio de germinados
comestibles por su alto contenido de compuestos bioactivos con efectos antioxidantes.
En la presente investigacion, se evalué el efecto del acido kojico (AK) sobre la
germinacion, el desarrollo inicial, y la capacidad antioxidante de germinados de alfalfa,
tomate y chile jalapefio. Las semillas fueron tratadas con tres concentraciones de AK
(0.125, 0.250 y 0.500 g/L) y un tratamiento control en condiciones de luz y oscuridad. Se
midieron variables fisiolégicas y bioquimicas, como el indice de germinacion, el contenido
de proteina soluble, fibra cruda y la capacidad antioxidante mediante los métodos ABTS
y DPPH. Los resultados mostraron que el AK tuvo efectos especie-dependientes. En
tomate, la dosis media bajo oscuridad incremento la actividad antioxidante. En alfalfa, se
observaron niveles altos con dosis media en luz. En chile, la germinacién y el vigor fueron
favorecidos por dosis bajas en luz. Ademas, el AK aumenté el contenido de fibra cruda
en chile y alfalfa, sin afectar significativamente la proteina soluble en alfalfa y tomate. Se
concluye que el acido kojico tiene potencial como bioestimulante para mejorar el perfil
funcional y antioxidante de germinados comestibles, dependiendo de la especie, dosis y

condiciones luminicas aplicadas.

Palabras clave: Germinados comestibles, Acido ko¢jico, Capacidad antioxidante,

Bioestimulante.
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ABSTRACT

The growing demand for functional foods has driven the study of edible sprouts due to
their high content of bioactive compounds with antioxidant effects. In the present
investigation, the effect of kojic acid (KA), a phenolic compound, on the germination, early
development, and antioxidant capacity of alfalfa, tomato, and jalapefio pepper sprouts
was evaluated. Seeds were treated with three concentrations of KA (0.125, 0.250, and
0.500 g/L) and a control treatment under light and dark conditions. Physiological and
biochemical variables, such as germination index, soluble protein content, crude fiber,
and antioxidant capacity, were measured using the ABTS and DPPH methods. The
results showed that KA had species-dependent effects. In tomato, the medium dose
under darkness increased antioxidant activity. In alfalfa, high levels were observed with
the medium dose under light. In chili, germination and vigor were favored by low light
doses. Furthermore, AK increased the crude fiber content of chili peppers and alfalfa,
without significantly affecting soluble protein in alfalfa and tomato. It is concluded that
kojic acid has potential as a biostimulant to improve the functional and antioxidant profile

of edible sprouts, depending on the species, dose, and light conditions applied.

Keywords: Edible sprouts, Kojic acid, Antioxidant capacity, Biostimulant
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. INTRODUCCION

A medida que las personas toman mas conciencia sobre el vinculo entre la
alimentacién y la salud, la atencion se estd desplazando hacia la evaluacién de
mejores métodos para aumentar la funcionalidad de los alimentos. Recientemente,
las semillas comestibles germinadas han ganado popularidad en las dietas
humanas. Hoy en dia, hay una mayor acumulacion de una vasta reserva de
conocimiento relacionado con las propiedades terapéuticas de los alimentos
germinados. Segun la Universidad Nacional de La Plata (2021), las semillas de
leguminosas germinadas eran el principal tipo de brotes consumidos en la dieta
humana, mientras que los granos de cereales germinados se han utilizado
principalmente como forraje para animales. Sin embargo, actualmente, una gama
diversa de alimentos germinados que se originan a partir de semillas como alfalfa,
trigo sarraceno, repollo morado y brotes de brocoli se han vuelto populares y se
consumen ampliamente en todo el mundo (Smith & Lépez, 2020). La creciente
popularidad de los germinados se explica por su alta concentracion de compuestos
bioactivos, tales como polifenoles, flavonoides y vitaminas, que han demostrado
tener efectos antioxidantes significativos, capaces de neutralizar radicales libres y
reducir el estrés oxidativo en el organismo. Ademas, investigaciones recientes
indican que estos brotes poseen propiedades antivirales y pueden modular la
respuesta inmunitaria, aumentando la produccién de células inmunes clave.
También se ha observado un potencial efecto antidiabético. Estas propiedades
hacen que los germinados sean un alimento funcional relevante para la prevencion
y manejo de diversas enfermedades metabdlicas y autoinmunes (Aloo, S. O., Ofosu,
F. K, et. Al., 2021).

En las ultimas décadas, la produccion y el estudio de germinados comestibles han
experimentado un notable crecimiento, impulsado por el reconocimiento de sus
beneficios para la salud. Aloo et al. (2021) destacan que los germinados contienen
diversos compuestos bioactivos, incluyendo antioxidantes, vitaminas y minerales,

que contribuyen a mejorar la funciéon inmunoldgica y a reducir el estrés oxidativo en
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el organismo. El articulo también sehala que, aunque se han realizado avances
importantes en la comprension de las propiedades funcionales de los brotes,
persisten desafios clave que requieren una mayor profundizaciéon. Entre estos
aspectos especificos se incluyen la estandarizacién de los métodos de produccion
para garantizar la calidad y uniformidad del producto; la evaluacién de la estabilidad
de los compuestos bioactivos durante el almacenamiento y procesamiento; la
necesidad de estudios clinicos a largo plazo que evaluen los efectos sobre la salud
humana; y el control microbiolégico para asegurar la inocuidad del producto final.
Estos factores son esenciales para optimizar el uso de los germinados como

alimentos funcionales y maximizar sus beneficios potenciales para la salud.

La industria ha lanzado cada vez mas productos que contienen o estan hechos de
semillas germinadas. Durante la germinacion de las semillas, se producen
numerosos cambios, desde estructuras moleculares hasta macroscopicas. La
germinacion, reactiva el metabolismo de las semillas, lo que conduce al catabolismo
y la degradacion de macronutrientes y compuestos antinutricionales, asi como a la
biosintesis de metabolitos secundarios con posibles beneficios para la salud. Estos
cambios inciden en el valor nutricional y el potencial beneficioso para la salud de las
semillas comestibles. Numerosos investigadores de todo el mundo han propuesto
estrategias exitosas, como la elicitacion, para encontrar las condiciones ambientales
optimas durante el crecimiento de los brotes, capaces de promover los resultados
deseados (Penas, E., & Martinez-Villaluenga, C., 2020).

La produccion y comercializacion de germinados no solo ha ganado popularidad por
su valor nutricional y su aporte a una alimentacién mas saludable, sino también por
los beneficios econdmicos que puede generar, especialmente a nivel local y
regional. Un ejemplo interesante es el de Sprout Food Hub en Minnesota, donde se
documentd una aportacion directa de 220,989 en la economia local en 2015,
generando cuatro empleos y apoyando a productores locales. Para 2017, se
esperaba un crecimiento aiin mayor, con mas de $590,000 de impacto econdmico,
cinco empleos directos y la participacién de mas de 75 productores locales. Este

tipo de proyectos demuestra como la compra de productos locales puede

11



desencadenar un efecto positivo en otros sectores, ya que los productores también
invierten en servicios como electricidad, transporte o contabilidad, y los salarios
pagados se reintegran a la economia local. Por lo tanto, el cultivo y comercializacion
de germinados puede verse no solo como una actividad agricola, sino también como

una oportunidad para fortalecer las economias locales y regionales (Lazarus, 2016).

Durante la germinacion, los polisacaridos se degradan en oligosacaridos y
monosacaridos, las grasas en acidos grasos libres, mientras que las proteinas en
oligopéptidos y aminoacidos libres, procesos que contribuyen a los mecanismos
bioquimicos de nuestro organismo. Mejoran la eficiencia de las enzimas que
descomponen las proteinas y los carbohidratos y acidos grasos, por lo que la
germinacién puede considerarse un tipo de predigestion que ayuda a descomponer
los materiales complejos de alto peso molecular en sus componentes basicos;
Durante la germinacion, la cantidad de sustancias antinutricionales (inhibidor de
tripsina, acido fitico, pentosano, tanino) disminuye vy, tras la germinacion, también
se detectan compuestos con efectos beneficiosos para la salud y propiedades
fitoquimicas (glucosinolatos, antioxidantes naturales), que pueden desempefar un
papel importante. Por lo tanto, la germinacion puede conducir al desarrollo de
alimentos funcionales que tienen un efecto positivo en el organismo humano y

contribuyen al mantenimiento de la salud (Marton, M., Mandoki, Z., et al., 2010).

En el presente estudio se evalua la capacidad antioxidante de germinados de alfalfa,
tomate, y chile sometidos a distintas concentraciones de acido kojico. Se busca
analizar el efecto de este compuesto sobre el potencial antioxidante de los
germinados, considerando su relevancia en la industria alimentaria. La evaluacién
se llevd a cabo mediante ensayos espectrofotométricos para determinar la variacion
en la actividad antioxidante de los germinados en funcion de la concentracién de

acido kojico aplicada.
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. HIPOTESIS

Una concentracion adecuada de acido kgjico en solucion, permitira incrementar la

actividad antioxidante en germinados de consumo.

Ill. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Evaluar la capacidad antioxidante que presenten los germinados de alfalfa, tomate,
y chile, al someterse a diversas concentraciones de soluciones con acido kéjico

comercial.

3.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar en cuanto a su potencial de hidrogeno, diversas soluciones con
diferentes concentraciones de acido kojico comercial.

2. Evaluar el efecto de las diversas soluciones de acido kéjico sobre la germinacién
de semillas de alfalfa, tomate, y chile jalapefo.

3. Valorar la capacidad antioxidante y contenido nutricional de los germinados de

semillas de alfalfa, tomate, y chile jalapefio.
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V. ANTECEDENTES

4.1 Germinacion
La germinacion de semillas puede definirse como el proceso fundamental por el cual
las especies vegetales crecen desde una sola semilla hasta convertirse en una
planta. Influye tanto en el rendimiento como en la calidad de los cultivos y determina
el uso eficiente de los nutrientes y los recursos hidricos. El ejemplo mas comun de
germinacion es el brote de una plantula a partir de una semilla de una angiosperma
o gimnosperma. Durante la etapa inicial de la germinacion, llamada imbibicion, las
semillas absorben agua rapidamente, lo que produce hinchazén y ablandamiento
de la cubierta de la semilla a una temperatura éptima. La ruptura de las cubiertas
de la semilla permite que emerjan la radicula y la plumula. La semilla entonces activa
su fisiologia interna y comienza a respirar. Esta es una fase de retraso en la
germinacién de las semillas. El agua, la temperatura y el oxigeno son factores
necesarios para la germinacion de las semillas. Otros factores, incluidas las
fitohormonas, el azucar, los nutrientes e incluso el magnetismo, influyen en la

germinacion (Xue, X,, Du, S., et al., 2021).

Los brotes son el crecimiento inmaduro que se produce a partir de una semilla
germinada. Dependiendo del tipo de semilla, el brote generalmente se cosecha de
1 a 8 dias después de la germinacion. En el momento de la cosecha, el brote tendra
un tallo (de 2.5 a 7.5 cm de largo) y dos hojas pequefas. Las variedades de brotes
gue se consumen mas comunmente son la alfalfa, el frijol mungo, el trébol rojo, el
rabano, el brécoli y el pasto de trigo. Los brotes se consumen mas comunmente
crudos o ligeramente cocidos, ya que proporcionan una textura crujiente a

sandwiches, ensaladas y salteados (Baker, K., et al., 2016)

4.2 Desarrollo del area de los alimentos germinados en el tiempo
El desarrollo de alimentos germinados tiene una rica historia que abarca miles de
anos, evolucionando desde practicas ancestrales hasta una tendencia moderna en

alimentacion saludable.
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De acuerdo con Miyahira & Antunes, (2021) los brotes son de interés como alimento
debido a varios factores, incluyendo su cultivo rapido y sencillo, incluyendo una
produccion mas sostenible, una percepcion del consumidor de valores como la
frescura y la salud, ademas de la alta concentracion de compuestos bioactivos
(Reed et al., 2018). Los brotes son un alimento historico, especialmente en paises
asiaticos, donde las plantulas se consumen tradicionalmente como un componente
importante de la cocina (Benincasa et al., 2019). El consumo de brotes también ha
aumentado en popularidad en otros paises como resultado de la demanda del
consumidor de alimentos mas saludables y exéticos (Benincasa et al., 2019).
Ademas, el consumo de brotes se ha popularizado en todo el mundo en las ultimas
décadas, debido a las preferencias del consumidor por alimentos con alto contenido

de nutrientes y menos procesados (Pefias y Martinez-Villaluenga, 2020).

En los ultimos anos, la germinacién se ha identificado como una estrategia
prometedora para mejorar el valor nutricional de las semillas (Pefias y Martinez-
Villaluenga, 2020). La germinacién activa el metabolismo de las semillas, lo que
conduce al catabolismo y la degradacion de macronutrientes y compuestos
antinutricionales, asi como a la biosintesis de metabolitos secundarios con posibles

beneficios para la salud (Penas y Martinez-Villaluenga, 2020).

De acuerdo con la investigacion de (Aylen, A. M. 2021) los consumidores
occidentales redescubrieron los germinados, hace 25 afos, sin embargo, es el
alimento “vivo” mas antiguo que se conoce, en donde los germinados por su valor

nutricional y terapéutico se consumen desde épocas muy remotas (calderén, 2015).

Aunque la idea de consumir germinados viene desde hace mucho tiempo, con
personajes como Hipdcrates y Ann Wigmore que promovieron sus beneficios, los
estudios cientificos recientes han confirmado sus beneficios nutricionales vy
terapéuticos. Investigaciones contemporaneas destacan que los germinados son
fuentes concentradas en vitaminas, antioxidantes y otros compuestos bioactivos
que ayudan a prevenir enfermedades como la diabetes, problemas del corazén y

algunos tipos de cancer (Gonzalez et al., 2024; Al-Taher & Nemzer, 2023).
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Por ejemplo, un estudio sobre el trigo germinado encontré que, al germinarse, el
trigo aumenta sus antioxidantes y otras sustancias saludables, y ademas disminuye
algunas cosas que pueden ser daninas (Gonzalez et al., 2024). También se ha visto
que la germinacion mejora el balance de grasas buenas, lo que es beneficioso para

el corazén (Al-Taher & Nemzer, 2023).

Ademas, los germinados tienen mucha fibra, que es buena para el intestino y ayuda
a mantener una microbiota saludable, lo que contribuye a una mejor digestion
(Muller & Ziegler, 2025).

Por todo esto, aunque los germinados llevan siglos usandose, ahora la ciencia
moderna nos confirma que son un alimento muy completo y beneficioso para

nuestra salud.

Los germinados de brocoli son conocidos por su capacidad para estimular enzimas
protectoras en el cuerpo, ayudando a prevenir el desarrollo de diversas
enfermedades, incluido el cancer. Esto se debe a la presencia de compuestos como
el sulforafano, que se forma a partir de la glucorafanina en el brécoli, especialmente
en sus brotes tiernos. Este compuesto natural actia como un potente estimulador
de las enzimas detoxificadoras de Fase Il y de las enzimas hepaticas de Fase |,
sirviendo como una linea de defensa frente a algunas enfermedades, como el

cancer (Racines, 2011).

Investigaciones recientes han confirmado que los germinados de brocoli contienen
niveles significativamente mas altos de sulforafano en comparacion con el brécoli
maduro. Investigaciones recientes, como la de Kasamatsu et al. (2023), han
confirmado que los germinados de brécoli contienen niveles mucho mas altos de
sulforafano en comparacién con el brécoli maduro. De hecho, encontraron que los
brotes tienen una concentracion de compuestos beneficiosos aproximadamente 20
veces mayor que las semillas, lo que sugiere que pueden ofrecer efectos

antioxidantes y antiinflamatorios mas potentes.
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Ademas, otro estudio realizado por Zhang et al. (2023) mostré que una dieta que
incluia brotes de brécoli cocidos al vapor ayudoé a reducir la inflamacion intestinal en
modelos animales, gracias a los efectos positivos que estos germinados tienen

sobre la microbiota intestinal.

Los brotes son un alimento rico en nutrientes que aporta diversas vitaminas y
minerales. Segun Cleveland Clinic Health Essentials, son bajos en calorias y ricos
en fibra, lo que ayuda a regular los niveles de azucar en sangre. También son una
buena fuente de vitamina C, fésforo y magnesio. Ademas, aportan otros nutrientes
como vitaminas del complejo B y minerales como calcio y potasio. Los brotes son
una fuente natural potencial de diversos compuestos bioactivos con varios efectos
beneficiosos para la salud en la prevencion y el tratamiento de enfermedades Su

contenido varia segun el brote.

Por ejemplo, los microcomponentes de los brotes de alfalfa que incluyen
oligoelementos como el cobre (Cu), el manganeso (K) y el selenio (Se) desempefan
papeles fundamentales en el control del estrés oxidativo y el equilibrio de radicales
libres en varios procesos fisiolégicos. EI Mn, un componente de la superdxido
dismutasa de manganeso (Mn-SOD), es una enzima que evita los efectos de los
radicales libres en las mitocondrias. La alta concentracion de Mn en los brotes de
alfalfa puede ayudar a estimular la secrecion de insulina y mejorar la funcion de la
insulina en pacientes diabéticos. Por otro lado, el Cu es un componente de la
citocromo oxidasa y desempena un papel critico como eliminador de oxigeno libre.
Se forma una parte estructural de varias enzimas glutation peroxidasa que actuan
como reguladores en el estado redox de varias biomoléculas. Los brotes de alfalfa
también son ricos en vitaminas como el complejo de vitamina B, vitaminas C y E.
Ademas, un numero diverso de compuestos fendlicos (acidos galico y cafeico),
flavonoides (apigenina, kaempferol, miricetina, naringina quercetina, rutina,
daidzeina y genisteina) se pueden encontrar en una cantidad sustancial en los
brotes de alfalfa. Estos compuestos son responsables de antidiabético,
antiobesidad, antioxidante, asi como muchas otras actividades bioldgicas. Otros no

fenoles como el componente saponina de la alfalfa juegan funciones bioldgicas
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clave en el cuerpo. Se ha informado que las saponinas y sus derivados como las
prosapogeninas y sapogeninas ejercen una alta actividad antimicrobiana contra
levaduras y cepas bacterianas. Los estudios también revelan que las saponinas
pueden inhibir las enzimas colesterol esterasa, acetil coenzima y carboxilasa,
previniendo asi la sintesis de acidos grasos en el cuerpo. La funcion inhibidora de
las saponinas sobre la sintesis de acidos grasos ayuda a equilibrar la relacién entre
el colesterol de lipoproteina de alta densidad (HDL) y el colesterol de lipoproteina
de baja densidad (LDL) (Aloo, S. O., Ofosu, F. K., et. Al.,2021).

4.3 Compuesto antioxidante
Un antioxidante puede definirse como cualquier sustancia que puede retrasar o
prevenir la oxidacion de un sustrato cuando esta presente en pequefias cantidades

en relacion con la cantidad de sustrato.

Los compuestos antioxidantes son sustancias que protegen al cuerpo del dafio
causado por los radicales libres, que son moléculas inestables que pueden danar
las células y contribuir al desarrollo de enfermedades. Estos antioxidantes actuan
en distintas etapas para detener el proceso de dafo oxidativo, especialmente en la
peroxidacion lipidica, que es cuando las grasas de las células se dafan por estos
radicales. Los antioxidantes funcionan de varias maneras: reducen la cantidad de
oxigeno que puede iniciar el dafio, eliminan los radicales libres que empiezan la
reaccion, bloquean metales que facilitan la formacién de radicales, descomponen
peréxidos antes de que formen mas radicales, y rompen la cadena de reacciones

para frenar el dafno continuo (Lottenberg & Lavrador, 2018; Kumar et al., 2020).

El sistema antioxidante del cuerpo opera en tres niveles principales. El primero es
enzimatico y depende de minerales como manganeso, cobre, zinc y selenio, que
ayudan a controlar la formacién de radicales libres primarios. El segundo nivel
incluye vitaminas como la C y la E, que evitan que los radicales secundarios
continuen dafando las células. El tercer nivel ayuda a prevenir la formacién de
nuevos radicales y a eliminar moléculas dafinas para evitar mas estrés oxidativo
(Sies, 2017; Lobo et al., 2010).
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Para que estas defensas funcionen bien, es importante mantener una dieta rica en
estos minerales y vitaminas antioxidantes. La deficiencia en alguno de ellos puede
debilitar la capacidad del cuerpo para protegerse del dafio oxidativo, aunque en
general, estos minerales se conservan bien en el organismo y las deficiencias

graves son poco comunes en adultos sanos (Sies, 2017).

4.4 Antioxidantes en los alimentos.
Los compuestos antioxidantes estan presentes de forma natural en una amplia
variedad de alimentos, especialmente en los de origen vegetal. Estos compuestos
incluyen ciertas vitaminas (como la C y la E), minerales (como el selenio y el zinc) y
un grupo diverso de sustancias quimicas vegetales conocidas como fitoquimicos,

que incluye carotenoides, flavonoides, polifenoles y mas.

4.5 Radicales libres
Los radicales libres son productos del metabolismo celular normal. Los radicales
libres son atomos o moléculas que poseen uno o mas electrones desapareados en
su capa mas externa, lo que les permite existir de manera independiente. Esta
estructura los hace inestables, de vida corta y sumamente reactivos. Su elevada
reactividad les permite sustraer electrones de otras moléculas para alcanzar una
mayor estabilidad, lo que provoca que la molécula afectada también se transforme
en un radical libre. Este proceso desencadena una reaccién en cadena que puede

ocasionar danos a las células vivas. (Halliwell & Gutteridge, 2015).

Los radicales libres son moléculas que tienen electrones sin pareja, lo que las hace
muy reactivas y que pueden dafiar nuestras células, proteinas o incluso el ADN.
Dos tipos muy importantes de estas moléculas son las Especies Reactivas de

Oxigeno (ROS) y las Especies Reactivas de Nitrogeno (RNS).
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Las ROS incluyen cosas como el peréxido de hidrégeno, el radical hidroxilo y el
superéxido. Estas moléculas se forman normalmente en nuestro cuerpo durante
procesos como la respiracion, y tienen funciones utiles, como ayudar a las células
a comunicarse o defenderse de gérmenes. Pero si se producen en exceso, pueden
causar lo que llamamos estrés oxidativo, que es dainino para las células (Sies, 2017;
Zhang et al., 2020).

Por otro lado, las RNS son moléculas que contienen nitrégeno, como el 6xido nitrico
y el peroxinitrito. También son importantes en el cuerpo para regular cosas como la
presion arterial y la respuesta inmune, pero un exceso puede danar las células y
contribuir a enfermedades (Radi, 2018; Pacher et al., 2022).

En resumen, tanto las ROS como las RNS pueden ser buenas o malas,
dependiendo de cuanto haya y como nuestro cuerpo las controle con antioxidantes
(Liguori et al., 2018).

Tanto las ROS como las RNS, constituyen colectivamente los radicales libres y otras
especies reactivas no radicales. Pero a mayor concentracion, tanto ROS como RNS
generan estrés oxidativo y estrés nitrosativo, respectivamente, causando dafo
potencial a las biomoléculas. El estrés oxidativo y el estrés nitrosativo se desarrollan
cuando hay un exceso de produccion de ROS/RNS por un lado y una deficiencia de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos por el otro. Mas importante aun, el
exceso de ROS puede danar la integridad de varias biomoléculas, incluyendo
lipidos, proteinas y ADN, llevando a un aumento del estrés oxidativo en varias
enfermedades humanas tales como diabetes mellitus, enfermedades
neurodegenerativas, artritis reumatoide, cataratas, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades respiratorias, asi como en el proceso de envejecimiento (Phaniendra,
A., Jestadi, D. B., & Periyasamy, L. 2015).

Entre las especies reactivas de oxigeno mas relevantes en diversos procesos
patolégicos se encuentran el radical hidroxilo, el aniéon superoéxido, el peréxido de
hidrégeno, el oxigeno singlete, el hipoclorito, el 6xido nitrico y el peroxinitrito. Estas
moléculas presentan una alta reactividad y pueden interactuar tanto con el nucleo

como con las membranas celulares, ocasionando dafios en componentes
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esenciales como el ADN, proteinas, carbohidratos y lipidos. Al atacar estas
macromoléculas, los radicales libres contribuyen al deterioro celular y a la pérdida
del equilibrio funcional del organismo. Sus blancos pueden ser multiples, aunque
los lipidos, los acidos nucleicos y las proteinas destacan como los mas afectados
(Lobo et al., 2010). Los radicales libres y otras especies reactivas del oxigeno (ROS)
se generan de manera continua en el organismo humano como resultado de
funciones metabdlicas normales, pero también pueden producirse por exposicion a
agentes externos como la radiacion, la contaminacion ambiental, el humo del tabaco
y ciertos compuestos industriales. En el interior celular, estos radicales se forman
tanto por vias enzimaticas, como las implicadas en la cadena respiratoria, la sintesis
de prostaglandinas, la fagocitosis y el sistema del citocromo P-450, como por
mecanismos no enzimaticos. Estos procesos, si bien son parte de la fisiologia
normal, pueden desencadenar un exceso de radicales libres que dafa biomoléculas
esenciales, afectando la salud celular y generando estrés oxidativo (Lobo et al.,
2010).

4.6 Acido kojico
El Acido Kajico fue descubierto en 1907 por Saito en cultivos de Aspergillus oryzae.
Este acido es secretado principalmente por mas de 58 cepas de hongos del género
Aspergillus. Algunas de las especies que forman este acido incluyen Aspergillus,
Penicillium, Acetobacter y otras. Entre las especies de Aspergillus, sus principales
productores son Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus
(Tabla 1). Se utiliza en las industrias alimentaria y cosmecéutica para conservar o

cambiar el color de las sustancias (Phasha, V., Senabe, J.,et al 2022).
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Tabla 1. Produccién de AK. Adaptado de Chaudhary, 2014.

Rendimiento de

Hongo Toxinas Caracteristicas L
produccién
Patogenicidad: Generalmente es un contaminante pero también se sabe que
causa enfermedades; comUnmente asociado con aflatoxinas
. . . Morfologia macroscopica:
Aflatoxinas, Aflatrem, Acido aspergilico, . " ) . . .
. oo N L ol X 2 Aterciopelado, de amarillo a verde o marrén, dorado inverso a marrén rojizo
Apergillus flavus  Acido cicloplazénico, Acido B-nitropidnico y N . Lo . . . Alto
. e Morfologia macroscépica de los conidiéforos: Longitud variable, rugoso,
Serigmatocictina . )
picado, espinoso
Morfologia macroscépica de los conidiéforos: Uniseriado y biseriado, cubre
toda la vesicula, apunta en todas las direcciones

Aspergillus Aclld.o de As_perglllu.s', :?lmdo cmlomazqmco,

orizae 4cido B-nitropropiénico de maltoryzina,

octotoxinas Medio a alto
Aspergillus Aflatoxinas, acido aspergilico y
parasiticus esterigmatocictina
Alto

Asperglll_gs Aflatoxinas .

Tamarii Bajo

El acido kojico (el nombre «acido kéjico» deriva de «koji») es un producto quimico
qgue se obtiene de diversos tipos de hongos, como A. flavus, A. oryzae, A. tamatrii 'y
A. parasiticus (Tabla 2). También se produce a partir de la fermentacion de algunos
alimentos asiaticos (por ejemplo, salsa de soja y vino de arroz), que actua como
cebador para el hongo o indculo. El acido kojico se comercializé por primera vez en
1955. Charles Pfizer and Company, EE. UU., fue la primera empresa en intentar
desarrollar este producto. En los ultimos afos, entre las empresas productoras de
acido kdéjico se incluyen dos en China y tres en Japén, Suiza y EE. UU. El rapido
crecimiento de las industrias y el descubrimiento de los usos potenciales del acido
kojico y sus derivados, generaron una gran demanda de este producto. El AK se
clasifica dentro del grupo de los acidos organicos, que se obtienen de diferentes
tipos de hongos durante la fermentacion aerébica (Saeedi, M., Eslamifar, et al.
2019).

Tabla 2. Fuentes naturales de acido koéjico procedentes de diferentes aislados

pertenecientes a diversas especies de hongos. Adaptada de El-Kady et al., (2014)

Familia Género Especie
Pleosporaceae Alternaria Alternaria alternata P.
Pleospora herbarum Pleospora
Pleospora allii
Chaetomiaceae Chaetomium Chaetomium globosum
Microascaceae Microascus Microascus brevicaulis
Stachybotryaceae Stachybotrys Stachybotrys chartarum

Stachybotrys Stachybotrys theobromae
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Torulaceae Torula Torula herbarum
Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma hamatum,
Trichoderma koningii, T. longibrachiatum,
T. polysporum
Nectriaceae Acremonium Acremonium strictum
Fusarium Fusarium aquaeductuum,
F. chlamydosporum
F. equiseti, F. lateritium
F. moniliforme, F. oxysporum
F. proliferatum, F. solani
F. subglutinans, F. tricinctum
Cunninghamellaceae Cunninghamella Cunninghamella echinulata

Mucoraceae Mucor Mucor circinelloides,
Mucor. Fuscus

Syncephalastraceae Syncephalastrum Syncephalastrum racemosum
Trichocomaceae Penicillium P. Capsulatum, P. lividum, P. spinulosum

P. funiculosum, P. purpurogenum,

P. rugulosum, P. albidum, P.

atramentosum, P. aurantiogriseum

P. janthinellum, P. citrinum,

P. corylophilum, P. camemberti

P. chrysogenum, P. cyaneofulvum

P. cyclopium, P. digitatum, P. expansum

P. frequentans, P. godlewski,

P. nigricans, P. somniferum, P. viridicatum
Trichocomaceae Aspergillus A. Candidus, A. phoenicis, A. melleus

A. Ochraceus, A. sclerotiorum

A. Sulphureus, A. fumigatus

A. flavus, A. flavus var. columnaris

A. Oryzae, A. Parasiticus

A. tamarii, A. wentii, A. aculeatus

A. niger, A. terreus, A. flavipes

A. Janus, A. sydowii A. versicolor,

A.nidulans

Se sugieren varios métodos para el analisis de AK en diversas industrias, incluyendo
voltamperometria, espectrofotometria, cromatografia en columna con deteccion
ultravioleta, cromatografia en capa fina, cromatografia de gases con o sin ionizacién
de llama, deteccion por espectrometria de masas, cromatografia en columna de
biogel P-2 y cromatografia liquida de alta resolucion con matriz de fotodiodos o

deteccion ultravioleta (Saeedi, M., Eslamifar, et al. 2019).
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4.6.1 Propiedades fisicas y quimicas del acido kojico

El acido kagjico, cuyo nombre quimico es 5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-pirona y tiene la
féormula molecular C¢HgO,, posee una estructura en forma de anillo. Esta
configuracion le otorga varias propiedades importantes, como baja acidez, la
capacidad de unirse a metales como el cobre y el hierro (accidn quelante), ademas
de tener efectos antimicrobianos. Estas caracteristicas hacen que su demanda
crezca especialmente en la industria de la salud (Soberon-Nakasima-Cerda et al.,
2025) El AK es un compuesto heterociclico con una estructura como se muestra en
la Figura 1 (Phasha, V., Senabe, J.,et al 2022).

Figura 1. Estructura quimica del acido koéjico, adaptada de Hasil et al., 2020.

Los cristales de Acido Kdjico son aciculares e incoloros, y subliman en el vacio sin
variaciones. El Acido Kdjico es soluble en algunos disolventes organicos, como
acetato de etilo, agua y etanol. Es poco probable que se disuelva en éter, mezclas
de alcohol y éter, cloroformo y piridina. El punto de fusién del Acido Kdjico se
encuentra entre 151 y 154 grados Celsius (°C). Segun la técnica de crioscopia, el
peso molecular del Acido Koéjico es 142.1 y su pico maximo del espectro de
absorcion UV esta entre 260 y 284 nandmetros (nm) (Phasha, V., Senabe, J.,et al
2022).

El Acido Kgjico es un acido débil con usos multidimensionales. Reacciona en todas
las posiciones del anillo, formando asi varios productos, como éteres, piridinas,
quelatos metalicos, colorantes azoicos, base de Manich, piridinas y productos de

cianoetilacion. Se han estudiado varias reacciones quimicas del Acido Kdjico a lo
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largo de los afos desde su aislamiento. En la posicion de carbono-5 de este
compuesto, el hidroxi se convierte en un acido débil, formando asi sales cuando
reacciona con metales como cadmio, niquel, cobre, zinc y sodio debido a sus
propiedades débilmente acidas. La introduccion de nuevos grupos funcionales en el
esqueleto del Acido Kdjico a través de la hidroxicetona o el hidroxialquilo permite
mejorar la solubilidad de los complejos posteriores (Phasha, V., Senabe, J.,et al

2022). Los nombres comunes del AK se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Diagrama esquematico de Nombres Comerciales, Nombres Técnicos y
Nombre Comercial de AK. Adaptado de Saeedi, et al, (2019)

A B C
o KA e 5-hydroxy-2-hydroxymethyl-4 e Dermawhite HS
o KASL pyrone e Melarrest A
e Melanobleach-K e 5-hydroxy-2-hydroxymethyl -4H- e Melarrest L
e OriStar KA pyran-4-One e Vegewhite
e Rita KA e Botacenta 175
e Tonelite KA
o AEC KA

4.6.2 Actividades bioldgicas del acido kgjico
La literatura disponible indica que este ingrediente tiene diversas actividades

bioldgicas, las cuales se enumeran a continuacion.

El AK tiene propiedades antifungicas y antibacterianas. Ensayos previos de
actividad antimicrobiana mostraron que el AK era mas activo contra bacterias
gramnegativas que contra bacterias grampositivas. Sin embargo, algunos de sus
derivados han mostrado efectos contradictorios distintos de la actividad
antibacteriana del AK. El AK y sus derivados poseen una potente actividad contra

bacterias como Staphylococcus aureus (Phasha, V., Senabe, J.,et al 2022).

Estudios de Zhang et al., (2017) demostraron que el AK mejord la respuesta al
estrés oxidativo en hongos, mostrando asi la capacidad antioxidante de este
metabolito. Otros estudios de bioactividad anteriores sobre el AK revelaron que tiene
propiedades antioxidantes. Lajis et al., 2012 investigaron la correlacion entre la
actividad antimelanogénica con los efectos oxidativos del AK y los ésteres de AK.
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Los resultados del estudio mostraron que tanto el AK como sus ésteres tenian
actividades leves de eliminacion de radicales libres en concentraciones que
oscilaban entre 1.95 y 1000 ug/mL (Phasha, V., Senabe, J.,et al 2022).

El AK puede ejercer ligeros efectos antiinflamatorios que pueden mejorar
favorablemente mediante la derivacion posterior de derivados de AK seleccionados.
En un estudio reciente para desarrollar un compuesto antiinflamatorio seguro, se
sintetizd un derivado de AK y acido p-cumarico, ya que se sabe que tienen
propiedades antiinflamatorias. (Phasha, V., Senabe, J.,et al 2022).

El AK se considera uno de los mejores agentes aclaradores de la piel en la industria
de la belleza. Ejerce una inhibicion reversible lenta y efectiva de la tirosinasa,
previniendo asi la formacion de melanina, y también juega un papel importante en
la formacion de melanina celular. Segun los datos disponibles de varios estudios,
se puede utilizar como monoterapia o combinado con otros agentes. (Phasha, V.,
Senabe, J.,et al 2022).

4.6.3 Mecanismo de accion del acido kojico

La AK es un tipo de metabolito secundario, cuya via de biosintesis continua siendo
incierta hasta la fecha. Sin embargo, se afirma que quela iones divalentes y actua
como inhibidor de la tirosinasa y eliminador de radicales libres. Funciona quelando
el cobre (Cu*) en el sitio activo de la enzima tirosinasa. La enzima tirosinasa,
también conocida como polifenol oxidasa, limita la tasa de sintesis de melanina y
es responsable de convertir la L-tirosina en L-3—4 dihidroxifenilalanina. Pertenece a
la familia de proteinas que contienen cobre tipo 3, con dos iones de cobre (CuA'y
CuB) en el sitio activo. CuA y CUB catalizan la conversién de monofenoles (por
ejemplo, tirosina) en o-difenoles (actividad monofenolasa), seguida de la oxidacion
de los o-difenoles a los derivados de o-quinona resultantes (actividad difenolasa) (
Figura 2 ). (Phasha, V., Senabe, J.,et al 2022).
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OH + . OH 2H* +2¢" O
H 02 + 2H + 2e ':'20 ‘\ ; OH ‘ O
- \ o >, -
Step 1 Step 2 R
Monophenol o-diphenol o-quinone

Figura 2. Reaccién catalizada por la tirosinasa. Adaptado de Lai et al., (2018)

Los agentes de baja pigmentacion se pueden clasificar generalmente segun la etapa
de la produccion de melanina que se interrumpe. Esto depende de si los agentes
pueden actuar antes, durante o después de la produccién de melanina. El AK actua
durante la sintesis de melanina, mostrando un efecto inhibidor suficiente sobre la
actividad de la monofenolasa y un efecto inhibidor variable sobre la actividad de la

difenolasa de la tirosinasa de hongos. (Phasha, V., Senabe, J.,et al 2022).

4.6.4 Caracterizacion quimica y aplicaciones del KA en diversas
industrias
El AK es una molécula multiagente con un anillo gamma-pirona reactivo y baja
acidez. El AK es reactivo en su propio anillo en cualquier situacion, por lo que podria
utilizarse en la produccion de algunos productos con valor industrial, como quelatos
metalicos, piridonas, piridinas, éteres, colorantes azoicos, base de Manich y

productos de cianoetilacion. (Saeedi, M., Eslamifar, et al. 2019).

Desde su separacion, se han investigado numerosas reacciones quimicas
funcionales del AK durante varias décadas. El grupo hidroxilo en el carbono 5 del
anillo gamma-pireno confiere a la molécula de AK una propiedad acida débil, lo que
conduce a la formacién de sales por parte de algunos metales como el sodio, el

zinc, el cobre, el calcio, el niquel y el cadmio. (Saeedi, M., Eslamifar, et al. 2019).

El acido kojico es conocido por su amplia aplicacion en diversas industrias, como la
alimentaria, la farmacéutica, la cosmética, la agricola y la medioambiental. Se

distribuye de forma natural en la comida tradicional asiatica. Ademas, el beneficio
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mas notable del acido kdjico y sus derivados se encuentra en medicamentos para
uso humano y veterinario como compuestos biolégicos activos. (Saeedi, M.,
Eslamifar, et al. 2019).
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V. METODOLOGIA

El proceso de investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Fermentaciones y
Biomoléculas dentro del Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos en la

Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.

5.1 Seleccion de semillas
El proceso de investigacion comenzd con la seleccion de semillas que se evaluaron,
que incluyeron chile jalapefio (Capsicum annuum), alfalfa (Medicago sativa), tomate
saladette (Solanum lycopersicum). Para el proceso de investigacion, se utilizaron

400 semillas de cada tipo.

5.2 Descripcion del material experimental
Las semillas utilizadas en el proceso de investigacion fueron adquiridas en
presentacion comercial en sobres, disponibles en establecimientos especializados

en la venta de semillas para cultivo.

5.3 Desinfeccién de semillas
El primer paso consistié en desinfectar las semillas para eliminar cualquier posible
contaminante. Para ello, se sumergieron las semillas en etanol al 75% durante 60
segundos y luego se enjuagaron con agua destilada. El etanol utilizado fue
preparado previamente a partir de una solucion al 99.5%, utilizando una simple regla

del tres para calcular la cantidad necesaria y obtener la concentracién deseada.

5.4 Preparacion de soluciones con diferentes concentraciones de acido
kojico

La solucion madre de acido kojico 12.3 g/L
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Para obtener la concentracién de 0.125 g/L de acido kdjico se prepard una
disolucion de 247.45 ml de H20 agregandole 2.55 g/L de AK.

Después para obtener la concentracion de 0.250 g/L de AK se diluyeron 244.925 ml
de H20 agregandole 5.075 de AK.

Y para obtener la concentracién de 0.500 g/L de AK se diluyeron 239.825 ml de H20
agregandole 10.17 de AK.

Teniendo las concentraciones requeridas se agregdé cada solucion a un matraz
Erlenmeyer y se etiquetaron de acuerdo con la concentracidn correspondiente,
también se etiqueto un matraz denominado “control” al cual solo se le agrego agua
destilada. (Tabla 4).

5.5 Descripcion de los tratamientos
Se aplicaron 3 tratamientos y un control (sin aplicacion de acido kdjico), obteniendo
4 tratamientos con 5 repeticiones por cada tratamiento sumando un total de 120
unidades experimentales. La relacion de tratamientos y sus respectivas

concentraciones se presenta en la Tabla 4.

Tabla 4. Relacion de tratamientos y dosis utilizadas de acido kgjico.

Tratamientos Concentracion

T0 Agua destilada (control)
DB 0.125 g/L

DM 0.250 g/L

DA 0.500 g/L

5.6 Estructuracion del experimento en etapas.
El experimento se divididé en dos etapas debido a que se contaba con un total de
120 unidades experimentales. Esta division permitid facilitar su evaluacion,
asegurando un mejor control y seguimiento de las variables en estudio.
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5.6.1 Etapa 1. Evaluacion de semillas de chile jalapefio
En esta primera etapa, se evaluaron un total de 40 unidades experimentales,

correspondientes a chile jalapefio.

5.6.2 Etapa 2. Evaluacion de semillas de alfalfa y tomate saladette.
En esta etapa, se evaluaron un total de 80 unidades experimentales, distribuidas

equitativamente entre alfalfa y tomate saladette.

5.7 Exposicién de semillas a diferentes concentraciones
Las semillas fueron sometidas a diferentes concentraciones de tratamiento para
evaluar su efecto en el proceso de germinacion. De las 400 semillas de cada tipo
se utilizaron 100 semillas por concentracién (tabla 4). estas fueron sumergidas en
las soluciones correspondientes previamente preparadas y etiquetadas en los
matraces Erlenmeyer por 24 horas, asegurando una adecuada absorcion del

tratamiento.

5.8 Ensayos de germinacion de semillas
Los bioensayos de germinacion se realizaron de acuerdo con Paredes-Camacho y
col., 2024.

Posteriormente, pasadas las 24 horas utilizando la campana de flujo laminar y para
llevar a cabo la investigacion en un ambiente estéril. Las semillas fueron colocadas

(sembradas) en papel filtro de poro fino en placas Petri estéril de 90 mm.

Se colocaron 10 semillas por placa y 5 placas por tratamiento (T0, 0.125, 0.250,
0.500 g/L) esto por duplicado ya que se tomo en cuenta el colocar las semillas en
condiciones de luz y obscuridad. Una vez colocadas las semillas sobre el papel filtro
en las cajas Petri, se humedecieron con suficiente agua destilada estéril.
Finalmente, las cajas fueron selladas con parafilm para mantener condiciones

adecuadas de humedad y evitar la contaminacion.
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5.9 Influencia de la luz en la germinacién de las semillas
Durante el proceso de observacion en la germinacion, se evalu6 el efecto de la
exposicion a la luz y la obscuridad en el desarrollo de las semillas. Se establecieron
condiciones controladas para cada tratamiento, permitiendo analizar como la

disponibilidad de luz influia en la germinacion.

5.10 Evaluacion del pH de cada soluciéon de acido kojico
El analisis del potencial de hidrogeno (pH) se realizdé directamente sobre las
soluciones previamente preparadas de acido kojico correspondientes a los
tratamientos: dosis baja (0.125 g/L), dosis media (0.250 g/L), dosis alta (0.500 g/L)

y a la solucién madre de acido kdgjico.

Las mediciones se llevaron a cabo utilizando un potenciometro digital de bolsillo
marca OHAUS, modelo ST20, previamente calibrado con soluciones buffer estandar
de pH4.00y 7.00. A temperatura ambiente (~23°C), se midi6 directamente el pH de
cada solucion en un vaso de precipitados, realizando cada lectura y registrando el

valor inmediato.

5.11 Homogenizacion de muestras para analisis
Las muestras utilizadas para los analisis se prepararon a partir de los germinados
frescos. Se tomaron 10 gramos de biomasa fresca por tratamiento, los cuales fueron
triturados manualmente en un mortero hasta obtener una masa homogénea.
Posteriormente, el material molido fue transferido a tubos tipo Eppendorf
previamente etiquetados, donde se les afiadié agua destilada en una proporcion 1:4

(masa/volumen), es decir, 40 mL por cada 10 g de muestra.

Cada tubo fue agitado durante unos segundos utilizando un agitador vortex, para
asegurar la homogeneidad de la mezcla antes. Luego, las muestras fueron
centrifugadas para separar la fraccion liquida del sedimento sélido. La muestra
liquida obtenida tras la centrifugacion fue el extracto utilizado en los analisis de

capacidad antioxidante, contenido de fibra cruda y proteina soluble.
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Las muestras fueron conservadas en congelacion durante el periodo en que se
realizaron los analisis, con el fin de preservar su estabilidad fisicoquimica y evitar la

degradacion de los compuestos bioactivos.

5.12 Determinacion de fibra cruda
El procedimiento especifico empleado para la medicién de fibra cruda en los

tratamientos evaluados:

El contenido de fibra cruda en la muestra se obtuvo a través de un proceso de
digestion con acido sulfurico e hidréxido de sodio, seguido por la calcinacién del
residuo sélido. Para ello, se pesaron 1 gramos de la muestra, la cual se coloco en
un vaso de precipitado de 400 mL y se le afadieron 100 ml de solucion de acido
sulfurico 0.255 N. Se instalé una parrilla de calentamiento ajustada a 90°C-100°C y
se llevd a ebullicion durante 30 minutos, moviendo peridodicamente el vaso de
precipitado para evitar que las particulas se adhieran a las paredes. Posteriormente,
se filtré la mezcla utilizando un embudo de plastico y tela de lino como filtro, y se
lavé el residuo con agua desionizada caliente. A continuacion, se transfirio el residuo
a un vaso de precipitado con 100 ml de solucion de NaOH 0.313 N, y se dejo hervir
por 30 minutos de igual manera en la parrilla de calentamiento ajustada 90°C-100°C.
Después del tiempo de ebullicidn, se filtr6 nuevamente el hidrolizado, y el residuo
se lavo con agua desionizada caliente. Los residuos de las muestras se pasaron a
crisoles previamente tratados y secos para meterlos a la estufa de secado en la
parrilla de calentamiento a 100°C-105°C hasta eliminar la humedad presente en las
muestras y luego se peso en una balanza analitica rapidamente tras enfriar por un
periodo de 15 minutos en un desecador. Posteriormente, el crisol se sometid a
calcinacion en una mufla a 600 °C durante dos horas, se enfrié en el desecador y
se peso en la balanza analitica para obtener el contenido de ceniza. La férmula para

obtener el porcentaje de fibra total fue la siguiente:
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Férmula 1. Calculo del porcentaje de fibra total

(Peso crisol con fibra Seca — peso crisol mas ceniza mas fibra)
*

%FC = 100

gramos de muestra desengrazada

5.13 Determinacién de proteina Bradford

Esta es una técnica espectrofotométrica, basada en el complejo entre las proteinas
solubles con el colorante azul de Comassie. El colorante azul de Comassie G-250
existe en dos diferentes formas: rojo y azul. La forma roja se convierte en azul
mediante la union del pigmento a las proteinas. El complejo proteina-pigmento tiene
un alto coeficiente de extincion lo cual resulta en una alta sensibilidad para la
medicion de proteina. La union del pigmento a la proteina es un proceso rapido
(alrededor de 2 minutos) y el complejo proteina-pigmento permanece disperso en la
solucién durante un tiempo relativamente largo (1 hora, aproximadamente), esto
hace de la técnica un procedimiento rapido y no requiere de un control estricto del
tiempo de reaccioén. (Bradford, M. M., 1976).

Preparacién del reactivo de Bradford: se disuelven 100 mg del colorante Azul de
Comassie G-250 en 50 mL de etanol al 95 %. Se agregan 100 mL de &cido fosforico
85 % (p/v). La solucién se diluye en agua destilada y se afora a 1 L. El reactivo debe
protegerse de la luz y filtrarse antes de su uso. Se puede sustituir la filtracion por
centrifugacion a 2000 rpm durante 10 min, desechando el precipitado. . (Bradford,
M. M., 1976).

Se realizé un micro-ensayo para determinar la concentracién de proteina. En un
tubo de ensayo, se colocaron 0.040 mL de la muestra con una concentracion de 10
a 100 ppm de proteina. A continuacion, se adicionaron 0.15 mL del reactivo de
Bradford, se agitdé la mezcla y se dejé reposar a temperatura ambiente.
Simultaneamente, se prepard un tubo blanco con 0.040 mL de agua (o el buffer
apropiado) y 0.15 mL del reactivo de Bradford. La absorbancia a 595 nm del tubo
con la muestra se midié entre 2 minutos y 1 hora después de realizada la reaccion,

utilizando el tubo blanco como referencia. Para calcular la concentracién de proteina
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en la muestra, se elabordé una curva patrén utilizando Albumina de huevo como

estandar (1000 ppm).

5.14 Actividad antioxidante por ABTS Hidrofilico
Determinar la actividad antioxidante de un alimento mediante el método ABTS es
importante porque permite cuantificar la capacidad de los antioxidantes del alimento
para neutralizar los radicales libres. Esto es crucial para comprender el potencial de
un alimento para proteger contra el dafio celular causado por el estrés oxidativo y

para evaluar la calidad y durabilidad del alimento.

La generacion del catién radical ABTS [acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)] es la base de uno de los métodos espectrofotométricos empleados para
evaluar la capacidad antioxidante total en soluciones de sustancias puras, mezclas
acuosas Yy bebidas. La version optimizada de esta técnica permite generar
directamente el croméforo azul verdoso ABTS<* mediante la reaccidn entre ABTS y
persulfato de potasio. Este radical presenta picos de absorcién a 645 nm, 734 nmy
815 nm, ademas de un maximo frecuentemente utilizado en 415 nm, segun lo
reportado previamente. La adicion de antioxidantes al cation radical preformado
reduce su ABTS, en una extensién y en una escala de tiempo que depende de la
actividad antioxidante, la concentracion del antioxidante y la duracién de la reaccion.
Por lo tanto, el grado de decoloraciéon como inhibicién porcentual del cation radical
ABTS «+ se determina como una funcion de la concentracién y el tiempo y se calcula
en relacion con la reactividad de Trolox como estandar, bajo las mismas
condiciones. El método es aplicable al estudio de antioxidantes tanto hidrosolubles
como liposolubles, compuestos puros y extractos de alimentos. (Re, R., Pellegrini,
N., et al. 1999).

La evaluacién de la actividad antioxidante se realiz6 de acuerdo con el método
descrito por Guia-Garcia et al. 2021, utilizando el radical libre ABTS. Para el ensayo
se emplearon tubos Eppendorf, micropipetas (de 100 y 200 L), puntillas y placas
de 96 pocillos. Los reactivos utilizados fueron la solucién de trabajo de ABTS, agua

destilada y una solucién de agua:etanol (50:50).
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Para la preparacion del reactivo ABTS, en un matraz de aforacion de capacidad de
10 mL. se disolvieron 38.4 mg de ABTS en 10 mL de agua destilada, para obtener
una concentracion de 7 mM, Después, se pesaron 6.62 mg de persulfato de potasio
en otros 10 mL de agua destilada, para obtener una concentracion de 2.45 mM.
Ambas soluciones se mezclaron y se dejaron reaccionar durante 16 horas a 4°C,
protegidas de la luz. El dia del analisis, la solucidn de trabajo se diluyé con etanol al

20% hasta obtener una absorbancia de 0.700 + 0.01 a 750 nm.

Para el procedimiento se colocaron 10 pyL de la muestra diluida en una microplaca
de 96 pocillos, y se mezclaron con 200 uL de la solucién de trabajo de ABTS. La
mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 minutos, protegida de la luz.
Posteriormente, se midi6o la absorbancia a 750 nm utilizando un lector de
microplacas. Los resultados se expresaron como el porcentaje de actividad

neutralizante del radical ABTS (%RSA) mediante la siguiente férmula:

Férmula 2. Calculo del porcentaje de actividad neutralizante del radical ABTS
(%RSA).

Abscontrol - Absmuestra
Abscontrol

%RSA = ( ) * 100

5.15 Actividad antioxidante por DPPH
Evaluar la actividad antioxidante mediante el método DPPH en alimentos es
importante porque permite cuantificar la capacidad de los alimentos para neutralizar
radicales libres, lo que ayuda a entender su impacto en la salud y a determinar su

calidad.

El radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) es un compuesto utilizado
principalmente para medir la capacidad antioxidante de diversas sustancias. Fue
descubierto en 1922 por Goldschmidt y Renn, y mas tarde empleado por Blois en
1958 para evaluar la actividad antioxidante. Este radical se caracteriza por su color
violeta intenso y estable, lo que lo hace adecuado para pruebas

espectrofotométricas. Su estructura quimica se estabiliza gracias a la
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deslocalizacion de un electron sobrante, lo que le permite mantenerse en estado
monomeérico y absorber luz a 517 nm. Cuando el DPPH interactia con un
antioxidante, el radical se reduce a la forma de hidracina (DPPH-H), lo que provoca
la desaparicion del color violeta. Esta reaccion se puede cuantificar facilmente
mediante espectrofotometria UV-Vis, permitiendo evaluar la actividad antioxidante
de compuestos como extractos de hierbas o productos farmacéuticos. El DPPH es
soluble en solventes organicos polares, como metanol y etanol, pero practicamente
insoluble en agua, y es ampliamente utilizado por su simplicidad, rapidez y la
facilidad para medir la capacidad de donacion de hidrogenos de los antioxidantes.
(Gulcin, 1., & Alwasel, S. H. 2023).

La actividad antioxidante de los germinados tratados con acido kojico fue
determinada utilizando el método del libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH),
conforme a la metodologia descrita por Charles-Rodriguez et al. (2020), con

adecuaciones pertinentes al presente estudio.

Para la preparacion de la solucion de DPPH se pesaron 1.18 mg de DPPH y se
disolvieron en 20 mL de etanol absoluto. La solucion fue mantenida en agitacion,
protegida de la luz durante al menos 2 horas antes de su uso, para asegurar su

correcta disolucion.

Para el procedimiento se tomaron 25 pL de extracto de germinados (tratados o no
con acido kajico), y se mezclaron con 200 uL de la solucién de DPPH en cada pocillo
de la placa. La mezcla fue agitada suavemente y se mantuvo a temperatura
ambiente durante 30 minutos, protegida de la luz. Posteriormente, se midio la
absorbancia a 520 nm en un lector de microplacas. La capacidad antioxidante se
expres6 como porcentaje de inhibicion del radical DPPH (%RSA), calculado

mediante la siguiente formula:

Formula 3. Calculo del porcentaje de inhibicion del radical DPPH (%RSA).

Abscontrol - Absmuestra

%RSA = ( ) * 100

Abscontrol
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Analisis de potencial de hidrégeno
El potencial de hidrégeno (pH) es una medida de la acidez o basicidad de una
solucion. El pH es la concentracién de iones o cationes hidrogeno [H+] presentes
en determinada sustancia (Quimica.es). A las diferentes soluciones de AK
comercial, se les determino el potencial de hidrogeno (pH), los resultados de

muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Cuantificacion de pH a las diferentes soluciones de AK.

Concentracion pH

DB (0.125) 3.05
DM (0.250) 2.95
DA (0.500) 2.69
AK 2.16

Se observé una disminucion del pH conforme aumenta la concentracion del AK.

Esta disminucion del pH es coherente con el comportamiento esperado de un acido,
ya que el aumentar su concentracion, se incrementa también la cantidad de iones
hidrogeno [H+] presentes en la solucion, lo que provoca un descenso en el valor del
pH. Esto concuerda con la definicién tedrica del potencial de hidrogeno, que se
describe como el logaritmo negativo de la concentracidon de dichos iones

(Quimica.es)

Los resultados indican que el AK tiene un caracter acido moderado a fuerte, y que

su acidez aumenta con la concentracion.
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6.2 Capacidad antioxidante y contenido nutricional de germinados

6.2.1 Actividad antioxidante ABTS

El analisis de la actividad antioxidante en alimentos fue de gran relevancia, ya que
los compuestos antioxidantes pueden ayudar a prevenir el dafio oxidativo en el
organismo, lo cual se ha relacionado con la reduccién del riesgo de enfermedades
cronicas. En el caso de los germinados, su consumo representd una fuente
potencial de compuestos bioactivos con beneficios para la salud humana (Lobo et
al., 2010; Dutta et al., 2014).

Para determinar la actividad antioxidante en los germinados, se aplico el método del
radical ABTS, siguiendo la metodologia descrita por Guia-Garcia et al. (2021). Los
resultados se expresaron como porcentaje de actividad neutralizante del radical
ABTS (%RSA) y se analizaron mediante ANOVA, y posteriormente se aplico la

prueba de Fisher para comparar las medias (p < 0.05).

Chile: el andlisis estadistico mostré diferencias significativas entre tratamientos (p
= 0.001), lo que indicé que la aplicacion de acido kdjico influyé en la capacidad
antioxidante de los germinados. Los valores mas altos de %RSA se observaron en
los tratamientos DA_OBS (236.3 %), DB_LUZ (230.2 %), DA_LUZ (210.0 %) vy
DB_OBS (207.3 %), los cuales no presentaron diferencias estadisticas significativas
entre si (grupo A). En contraste, los tratamientos DM_OBS (149.8 %) y DM_LUZ
(131.0 %) mostraron los valores mas bajos, siendo este ultimo significativamente

inferior (grupo C) (Figura 3).

Estos resultados sugieren que las dosis altas y bajas de acido kdjico favorecieron
una mayor actividad antioxidante en los germinados de chile, especialmente bajo
condiciones de oscuridad. Se ha reportado que estas condiciones pueden inducir
un estrés moderado que estimula la sintesis de compuestos fendlicos, los cuales

contribuyen a la capacidad antioxidante (Xu et al., 2005; Sestili et al., 2007).

Por el contrario, la dosis media (0.250 g/L) mostré un efecto menos favorable,
posiblemente por un umbral intermedio que no activé suficientemente las rutas de
defensa antioxidante. Esto coincide con estudios previos que mencionan que ciertas

concentraciones de compuestos fendlicos pueden modular de manera diferencial la
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expresion de enzimas relacionadas con la actividad antioxidante (Pérez-Balibrea et
al., 2011).

Tomate: en los germinados de tomate, los valores de %RSA variaron entre
tratamientos. Los tratamientos que presentaron mayores promedios fueron
DB_OBS (370.0 %) y DB_LUZ (292.4 %), seguidos por DM_OBS (337.6 %) y
DM_LUZ (321.1 %). El tratamiento TO_OBS presenté un valor intermedio (240.0 %),
mientras que los tratamientos con DA, tanto en condiciones de luz como de

oscuridad, registraron los valores mas bajos (alrededor de 220.0 %RSA) (figura 4).

El analisis estadistico ANOVA mostré diferencias significativas (p < 0.05) entre
tratamientos, y la prueba de Fisher indicé que DB_OBS y DM_OBS se agruparon
en la categoria con mayor actividad antioxidante, mientras que DA_OBS, DA _LUZ
y TO_LUZ conformaron el grupo con menor actividad. Estos resultados sugirieron
que las dosis bajas y moderadas de &acido koéjico mejoraron la capacidad
antioxidante de los germinados de tomate, particularmente en condiciones de

oscuridad.

Alfalfa: en los germinados de alfalfa, los mayores valores de %RSA se registraron
en DA_OBS (382.3 %), DM_LUZ (383.8 %) y TO_OBS (326.0 %). Los tratamientos
con DB mostraron valores ligeramente menores, aunque aun elevados (entre 313.9
a 324.4 %). Los valores mas bajos se observaron en TO_LUZ y DA LUZ, con
promedios entre 240.0 y 256.0 %RSA (figura 5)

La prueba de comparacion de medias revelé que DM_LUZ y DA _OBS se ubicaron
en el grupo con mayor actividad antioxidante, siendo significativamente diferentes
del grupo con menor respuesta. Esto indicé que, a diferencia de lo observado en
tomate, en alfalfa las dosis altas y medias, bajo ciertas condiciones (luz u oscuridad),

favorecieron una mayor actividad antioxidante.

Estos resultados refuerzan la importancia de evaluar el efecto de antioxidantes
naturales, como el acido kéjico, sobre cultivos destinados al consumo humano, ya

que pudieron incrementar su valor nutricional mediante el aumento de compuestos
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antioxidantes, los cuales son fundamentales para la prevencion de enfermedades

cronico-degenerativas (Pisoschi & Pop, 2015; Liu, 2013).

La Figura 6. muestra cdémo la efectividad del acido kojico varié segun el tipo de
germinado. La dosis baja (DB) resulté ser la mas efectiva en germinados de tomate,
mientras que la dosis media (DM) destacé especialmente en alfalfa. Por el contrario,
en chile, fue la dosis alta (DA) bajo oscuridad la que presentd la mayor actividad
antioxidante. Estas diferencias sugieren que la respuesta a los tratamientos fue
dependiente tanto de la especie vegetal como de la dosis y las condiciones de luz

u oscuridad.

Figura 3. Actividad antioxidante (ABTS, %RSA) en germinados de chile
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Figura 4. Actividad antioxidante (ABTS, %RSA) en germinados de tomate
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Figura 5. Actividad antioxidante (ABTS, %RSA) en germinados de alfalfa
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Figura 6. Comparacion general de la actividad antioxidante (ABTS,%RSA)
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6.2.2 Actividad antioxidante DPPH

La evaluacién de la actividad antioxidante en alimentos, incluidos los germinados,
es fundamental debido al papel que desempenan los compuestos antioxidantes en
la neutralizacion de radicales libres, los cuales estan implicados en procesos como
el envejecimiento celular y el desarrollo de enfermedades crénicas, entre ellas el
cancer, afecciones cardiovasculares y trastornos neurodegenerativos. En particular,

se ha documentado que la germinacion puede incrementar notablemente el
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contenido de compuestos bioactivos como polifenoles y flavonoides, lo que mejora
el valor nutracéutico y funcional de los germinados (Cortés-Marin et al., 2023). Para
cuantificar esta capacidad, uno de los métodos mas utilizados es el método DPPH,
por su simplicidad, rapidez y reproducibilidad al evaluar extractos vegetales (Zamora
Guevara et al., 2022).

La actividad antioxidante de los germinados se determiné mediante el método del
radical DPPH, siguiendo la metodologia de acuerdo con Charles-Rodriguez et al.
(2020). Los resultados se expresaron como porcentaje de actividad neutralizante
del radical DPPH (%RSA) y fueron analizados mediante ANOVA, seguido de la

prueba de comparacién de medias de Fisher (p < 0.05).

En general, los tratamientos no generaron efectos uniformes entre especies lo que
sugiere una respuesta dependiente de cada especie, posiblemente influenciada por

su fisiologia, metabolismo secundario y sensibilidad al acido kéjico.

En los germinados de chile, no presentaron diferencias estadisticamente
significativas en la actividad antioxidante (p = 0.162), de acuerdo con el analisis de
varianza (ANOVA). Los valores promedio oscilaron entre 48.92% (DM_OBS) y
63.33% (DB_LUZ). El tratamiento DB_LUZ present6 el valor mas alto, mientras que
DM_OBS fue el mas bajo (Figura 7).

Segun el analisis de comparaciones multiples de Fisher, agrupé los tratamientos en
dos principales categorias: un grupo con mayor actividad antioxidante (grupo A),
que incluyé DB LUZ, DA LUZ, DA_OBS, DB_OBS y DM_LUZ; y otro con menor
actividad (grupo B), conformado por DM_OBSy TO_LUZ. EI TO_OBS se ubicé entre
ambos grupos (AB). Esto sugiere que la combinacién de luz con dosis bajas de
acido kojico podria haber tenido un efecto sinérgico favorable sobre la actividad

antioxidante.

Esto podria indicar que, en chile, el acido kojico no actua directamente como
inductor antioxidante bajo estas condiciones, aunque la exposicion a la luz pudo
favorecer respuestas fisiolégicas relacionadas con la sintesis de compuestos

fendlicos, como se ha descrito en otras solanaceas (Sharma et al., 2019).
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En el caso de los germinados de tomate, el ANOVA si reveld diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (p = 0.000). El tratamiento
DM_OBS present6 el valor mas alto de actividad antioxidante (85.60%), mientras
que DA_OBS fue el mas bajo (64.90%) (figura 8).

El analisis comparaciones de Fisher agrup6 los tratamientos en cinco categorias (A
a D). DM_OBS se ubicé en el grupo A, siendo significativamente diferente del control
(TO_OBS) y de las dosis altas (DA_OBS y DA_LUZ), que se agruparon en el grupo
D. se observd que tratamientos con luz y dosis bajas o medias, como DB _LUZ y
DM_LUZ, mostraron actividad elevada, ubicandose en grupos intermedios (AB y
BCD).

Estos resultados indican que tanto la dosis como la condicién de oscuridad
influyeron notablemente, siendo mas favorable la combinacién de oscuridad con

dosis medias de acido kdjico.

Una posible explicacion es la interaccion entre la concentracion intermedia del acido
y la ausencia de luz, lo cual coincide con lo reportado por Cabanes et al. (1994),
quienes sefalaron que el acido kojico actua como inhibidor de enzimas prooxidantes
como la tirosinasa, especialmente en condiciones donde no hay generacién de
radicales libres por fotooxidacion. Ademas, en oscuridad, podria reducirse la
oxidacion espontanea de metabolitos sensibles, facilitando una mayor disponibilidad

de compuestos antioxidantes.

En los germinados de alfalfa, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (p = 0.475). El tratamiento con mayor actividad
antioxidante fue DB_OBS (66.1%), y el de menor actividad fue TO_OBS (53.80%)
(figura 9).

La comparacion de Fisher agrupo la mayoria de los tratamientos en el grupo AB,
con excepcién del tratamiento DB_OBS, que se posiciond en el grupo A,y TO_OBS
en el grupo B. indicando que, aunque no hubo diferencias globales significativas, se
notd una tendencia hacia una mayor actividad antioxidante con dosis bajas en

oscuridad.
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Este comportamiento puede deberse a una menor sensibilidad de esta leguminosa
al acido kdjico o a una respuesta antioxidante mas estable, menos influenciada por
factores externos. Estudios anteriores han indicado que, en especies como la alfalfa,
la capacidad antioxidante esta mas relacionada con factores genéticos que con

tratamientos de corta duracion (Prior et al., 2005).

Los resultados obtenidos evidencian que la respuesta de la actividad antioxidante
al tratamiento con acido kojico varia de forma considerable entre especies y segun
la condicion de luz. En chile y alfalfa no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, lo que sugiere que el acido kdjico no tuvo un impacto claro en estas
especies bajo las condiciones evaluadas. En cambio, en tomate si se observé un
efecto positivo, particularmente en el tratamiento con dosis media en oscuridad, lo
que indica una posible interaccion favorable entre la concentracion del acido y la

ausencia de luz.

Este comportamiento podria explicarse, en parte, por la naturaleza del acido kagjico
como un quelante de iones metalicos y un inhibidor de procesos oxidativos
mediados por enzimas como la tirosinasa (Cabanes et al., 1994). También se ha
reportado que puede actuar como antioxidante indirecto al disminuir la presencia de
especies reactivas de oxigeno, especialmente en ambientes con baja iluminacion
donde la generacion de radicales por foto activacion es menor (Kim et al., 2008).
Esto podria explicar por qué los tratamientos en oscuridad, especialmente en

tomate, presentaron mayor actividad antioxidante.

En resumen, la actividad antioxidante inducida por acido kdjico fue dependiente de
la especie y modulada por la condicion luminica. La combinacién de dosis media y
oscuridad resultd ser la mas efectiva en tomate, mientras que en chile y alfalfa no
se observaron efectos relevantes. Estos hallazgos podrian ser utiles para considerar
el uso del acido kojico como inductor de mecanismos antioxidantes en cultivos

horticolas, particularmente bajo condiciones controladas de luz.

En la figura 10. se observa que, aunque el patron de respuesta varia por especie,
en general las dosis bajas bajo condiciones de luz tienden a mostrar mayor actividad

antioxidante.
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Figura 7. Actividad antioxidante (DPPH, %RSA) en germinados de chile tratados

con diferentes concentraciones de acido kéjico bajo condiciones de luz y oscuridad.
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Figura 8. Actividad antioxidante (DPPH, %RSA) en germinados de tomate tratados
con diferentes concentraciones de acido kdjico bajo condiciones de luz y oscuridad.

Actividad antioxidante DPPH (%RSA) TOMATE
90.00

80.00

A
aC AB
BCD

7000 D - D D
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

TO_OBS TO_LUZ DB_OBS DB_LUZ DM_OBS DM_LUZ DA_OBS DA_LUZ

%RSA

46



Figura 9. Actividad antioxidante (DPPH, %RSA) en germinados de alfalfa tratados
con acido kgjico en distintas condiciones luminicas.
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Figura 10. Comparacion general de la actividad antioxidante (DPPH, %RSA) en
germinados de chile, tomate y alfalfa
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6.2.3 Fibra cruda

La evaluacion del contenido de fibra cruda, aunque no es la medida mas precisa de
la fibra dietética total, proporciona una estimacion de la celulosa y la lignina en los
germinados, que son componentes de la fibra insoluble. Al conocer el contenido de
fibra cruda, se puede comparar la cantidad de fibra insoluble en los germinados con
la de otros alimentos, lo que puede ayudar a entender su valor nutricional en

comparacion con otros productos.

En total se analizaron 24 muestras, correspondientes a cuatro tratamientos (TO
control, y tres concentraciones crecientes de acido kéjico DB, DM y DA), cada uno

por duplicado, diferenciando entre condiciones luminicas.

Los resultados obtenidos muestran que el contenido de fibra cruda en germinados
varia significativamente en funcién del tipo de semilla, el tratamiento con acido kéjico

y la condicién luminica.

En el caso de chile, el tratamiento DM (OBS) present6 el mayor contenido de fibra
cruda (5.53%), superando incluso al tratamiento control TO (4.45% bajo luz). Este
incremento podria estar relacionado con el potencial del acido kéjico para inducir
estrés moderado, lo cual ha sido reportado como un factor que estimula la sintesis
de compuestos estructurales como celulosa y hemicelulosa en plantulas
(Ramakrishna & Ravishankar, 2011).

Para el tomate, se observaron bajos niveles de fibra en todos los tratamientos, sin
una tendencia clara de respuesta al acido koéjico. Esto podria deberse a que el
tomate, en etapas tempranas de germinacion, prioriza la formacién de tejidos
blandos y no lignificados, como lo sugieren estudios de Martinez-Flores et al. (2016),

quienes reportaron baja acumulacién de fibra en brotes de solanaceas.

En alfalfa, se evidenci6 una respuesta positiva al tratamiento con acido kojico. El
contenido de fibra cruda fue mayor en los tratamientos DM y DA, particularmente
bajo luz 2.41% y 2.60% respectivamente. Esto coincide con lo reportado por Chen

et al. (2020), donde la exposicion de germinados de alfalfa a condiciones
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controladas de estrés incremento los niveles de fibra insoluble como mecanismo de

proteccion estructural.

En cuanto a la condicién luminica, se puede inferir que la oscuridad tuvo un efecto
mas notorio en chile y alfalfa. Esto podria atribuirse a la activacion de rutas
metabdlicas alternativas durante la germinacion en ausencia de luz, que favorecen

la sintesis de compuestos de la pared celular (Moreno et al., 2015).

Los resultados se ilustran en la Figura 11, donde se observa un incremento
significativo de la fibra cruda en chile bajo el tratamiento DM, comparado con el
control TO. En contraste, el tomate mostré6 poca variacion entre tratamientos,
mientras que la alfalfa presenté mayor contenido de fibra en los tratamientos DM y
DA.

Figura 11. Contenido de fibra cruda (% Fc) en germinados de chile, tomate y alfalfa

bajo diferentes tratamientos con acido kgjico.
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6.2.4 Contenido de Proteina Soluble (Método de Bradford)

El analisis del contenido de proteina soluble, determinado con el método de
Bradford, mostro diferencias significativas unicamente en la especie chile. Mientras
que, en tomate y alfalfa, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos.

En chile, el anadlisis de varianza (ANOVA) indicé una diferencia altamente
significativa entre tratamientos (p = 0.000). El tratamiento TO_OBS presento el
mayor contenido promedio de proteina soluble (1779.0 pg/ml), mientras que el
tratamiento con la dosis alta de acido koéjico DA _OBS mostré la menor
concentracion (807.0 pg/ml) (Figura 12). Esta disminucion sugiere que tanto la
aplicacion de acido kojico como la ausencia de luz podrian estar afectando

negativamente la produccion o estabilidad de proteinas solubles en esta especie.

Este posible efecto del acido kéjico sobre las proteinas ya ha sido documentado en
estudios previos, donde se ha observado que puede interactuar con residuos
aminoacidicos, provocando cambios en su estructura y disminuyendo su
funcionalidad (Chen et al., 2024). Aunque este estudio se enfocd en proteinas
animales, los mecanismos descritos podrian aplicarse también a plantas,

especialmente en condiciones de estrés abiotico.

Ademas, se ha reportado que la luz es un factor ambiental crucial que regula la
expresion de genes involucrados en la sintesis de proteinas y mecanismos
antioxidantes. Por ello, los tratamientos bajo condiciones de luz mostraron valores
intermedios de proteina soluble en comparacion con los de oscuridad, lo cual indica
que la luz podria atenuar el efecto negativo del acido kéjico, posiblemente al activar

respuestas fotomorfogénicas protectoras (Wang et al., 2023).

En cuanto al tomate y la alfalfa, los analisis no mostraron diferencias significativas
entre tratamientos (p = 0.589 y p = 0.445, respectivamente) lo cual sugiere una
mayor estabilidad del contenido de proteina soluble frente al acido koéjico y a las
condiciones luminicas evaluadas. Aunque hubo ligeras variaciones numeéricas entre
promedios, no fueron estadisticamente relevantes segun la prueba de comparacién

multiple de Fisher (figura 13 y 14). Esto indica que en estas especies el contenido
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de proteina soluble se mantuvo relativamente estable frente a los cambios en luz y

la aplicacion de acido kojico.

Estos resultados nos permiten concluir que el efecto del acido kdjico sobre la
proteina soluble parece depender de la especie, siendo el chile mas sensible a este
tipo de estrés, sobre todo en ausencia de luz. Esta sensibilidad podria deberse a
diferencias fisiolégicas como el perfil antioxidante, la capacidad de regeneracién

celular o la tasa de degradacion de proteinas entre especies.

En conjunto, los resultados del presente estudio apoyan la hipotesis de que los
bioactivos como el acido kéjico pueden alterar el metabolismo proteico en plantas,

y que la iluminacién actua como un modulador importante.

Figura 12. Contenido de proteina soluble en germinados de chile.
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Figura 13. Contenido de proteina soluble en germinados de alfalfa.
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Figura 14. Contenido de proteina soluble en germinados de alfalfa.
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6.3 Resultados y analisis de los bioensayos de germinacion.
Con el objetivo de evaluar el efecto del acido kojico sobre la germinacion y desarrollo
inicial de plantulas, se llevo a cabo un bioensayo utilizando semillas de chile, tomate
y alfalfa, expuestas a diferentes concentraciones de acido koéjico (0.125, 0.250 y
0.500 g/L), asi como a un tratamiento control con agua destilada (TO).
Posteriormente, las semillas fueron colocadas en condiciones de luz y oscuridad
para observar posibles interacciones con el factor luminoso. A lo largo de 14 dias,
se registraron variables fisiologicas clave como el porcentaje de germinacion, indice
de germinaciéon (IG), tiempo medio de germinacion (TMG), indice de vigor de
plantula (IVP), longitud de la radicula, longitud del tallo y altura total de la plantula.
A continuacion, se muestran los resultados correspondientes a cada especie.,

considerando los efectos de los tratamientos y condiciones ambientales.

En chile, general, se observaron variaciones significativas entre tratamientos tanto

en la germinacion como en el desarrollo de las plantulas:

Porcentaje de germinacion (%G): El tratamiento con mayor % de germinacion fue
DB_LUZ (52%), seguidode TO_LUZ (52%)y DB_OBS (50%), indicando que la dosis
baja de AK bajo luz u oscuridad no afect6 negativamente la germinacion. En cambio,
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DM_OBS (26%) y DA_LUZ (36%) mostraron los porcentajes mas bajos, lo que

sugiere que concentraciones medias y altas podrian inhibir la germinacion.

indice de germinacion (IG): Los valores mas altos se registraron en DA_OBS (0.73)
y DB_OBS (0.64), indicando una germinacion mas rapida bajo oscuridad. El
tratamiento DM_OBS presentd el menor valor (0.34), lo cual refuerza el efecto

negativo a concentraciones medias.

Tiempo medio de germinacion (TMG): El menor TMG se observé en DA_OBS (8.12
dias), indicando una germinacion mas rapida en ese tratamiento. El valor mas alto
fue TO_LUZ (9.29 dias), siendo la mayoria de los tratamientos similares, con valores

alrededor de los 9 dias.

Longitud de radicula y tallo: la longitud de radicula fue mayor en DA_OBS (1.03 cm)
y la mas corta en DA_LUZ (0.41 cm). La mayor longitud de tallo se presentd en
DB _LUZ (0.98 cm), indicando que la luz, en combinacién con una dosis baja,

favorece el crecimiento del tallo.

Altura total de la plantula: el mayor valor se observé en DB _LUZ (1.59 cm), y el
menor en DM_OBS (0.91 cm), lo cual indica que dosis bajas favorecen el desarrollo,

especialmente en condiciones de luz.

indice de vigor de plantula (IVP): DA_OBS (78.5) y DB_LUZ (70.7) presentaron los
valores mas altos, indicando que tanto la dosis alta en oscuridad como la dosis baja
en luz promovieron plantulas mas vigorosas. EI menor IVP fue DM_OBS (23.2), lo

cual coincide con los demas indicadores de desarrollo.

En resumen, las dosis bajas de acido kdjico (0.125 g/L) favorecieron tanto la
germinacién como el vigor de las plantulas, mientras las dosis medias tendieron a
reducir la germinacion y desarrollo, la luz potencié los efectos positivos en casi todas
las variables, y oscuridad también tuvo efectos positivos, especialmente con dosis

altas en IVP.

El ensayo de germinacidon en semillas de tomate las respuestas a las

concentraciones de AK en condiciones de luz y oscuridad fueron mas variables:
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Porcentaje de germinacion (%G): Los valores mas altos se registraron en TO_LUZ
(90%) y DA_LUZ (86%), lo que sugiere que tanto el control como la dosis alta
favorecieron la germinacioén bajo condiciones de luz. El valor mas bajo fue DM_OBS
(46%).

indice de germinacion (IG): Los mayores valores se observaron en DA _LUZ (0.92)
y DB_LUZ (0.85), reflejando germinacion mas rapida con dosis altas y bajas bajo

luz. DM_OBS present6 el valor mas bajo (0.44).

Tiempo medio de germinacién (TMG): DA_LUZ (7.12 dias) y DB_LUZ (7.15 dias)
mostraron los menores TMG, indicando una germinacion mas temprana. Los
valores mas altos se presentaron en TO_OBS (8.90 dias) y DM_OBS (8.72 dias).

Longitud de radicula y tallo: Aunque él %G fue bajo en DM_OBS, la raiz alcanzo la
mayor longitud (2.07 cm), seguida por DM_LUZ (1.96 cm). La mayor longitud de
tallo se observé en DA _LUZ (1.46 cm)y DB_LUZ (1.39 cm).

Altura total de la plantula: DA _LUZ (2.78 cm) y DB_LUZ (2.56 cm) fueron los

tratamientos con mayor desarrollo. TO_OBS registré la menor altura (1.24 cm).

indice de vigor de plantula (IVP): Los valores mas altos se observaron en DA_LUZ
(238.5) y DB_LUZ (229.3), mientras que los mas bajos fueron DM_OBS (93.5) y
TO_OBS (111.6). Esto indica el efecto positivo de la luz y las dosis alta/baja de AK

en el vigor de plantulas.

En resumen, La combinacién de luz con dosis alta o baja de AK favorecio la
germinacién y el desarrollo vigoroso. Las dosis medias, especialmente bajo
oscuridad, tuvieron efectos negativos. La oscuridad redujo el crecimiento, y el mejor

tratamiento fue DA_LUZ, con altos valores en % de germinacion, vigor y desarrollo.

Las semillas de alfalfa mostraron una alta capacidad de germinacion, con algunas
variaciones en vigor y crecimiento dependiendo de la concentracion de acido kéjico
(AK) y la condicion luminica. Esta especie fue la que mejor respondié de forma

general en comparacion con chile y tomate.

54



Porcentaje de germinacion (%G): Todos los tratamientos mostraron altos valores.
TO_LUZ, DA _LUZ y DM_LUZ alcanzaron entre 98 y 100%, lo que indica que la luz
y cualquier concentracion de AK no afectaron negativamente. El valor mas bajo fue
DA_OBS (80%), aunque sigue siendo alto.

indice de germinacion (IG): Los mayores valores se observaron en DM_LUZ (0.96)
y DA_LUZ (0.94), reflejando una germinacion rapida en luz. El valor mas bajo fue

DA_OBS (0.70) indicando un ligero retraso en ausencia de luz.

Tiempo medio de germinacién (TMG): Los menores valores se registraron en
tratamientos con luz: DM_LUZ (6.95 dias) y DA _LUZ (7.04 dias). comparado con
DA_OBS (8.20 dias), lo que refuerza el efecto positivo de la luz sobre la velocidad

de germinacion.

Longitud de radicula y tallo: Las raices mas largas se encontraron en DB_OBS (2.68
cm)y DM_OBS (2.45 cm), indicando que en oscuridad la radicula se desarrolla mas.
El tallo fue mas largo en DA_LUZ (1.88 cm)y TO_LUZ (1.85 cm) lo que sugiere que

la luz promueve el crecimiento del tallo.

Altura total de la plantula: Los tratamientos DA_LUZ (3.77 cm), TO_LUZ (3.66 cm) y
DM_LUZ (3.61 cm) presentaron los valores mas altos, indicando que en alfalfa la

combinacién de luz y AK mejora el desarrollo. El mas bajo fue DA_OBS (2.63 cm).

indice de vigor de plantula (IVP): DA_LUZ (369.5) y TO_LUZ (366.0) destacaron por
su vigor. El valor mas bajo fue DA_OBS (210.2).

En resumen, la luz fue un factor decisivo para mantener altos porcentajes de
germinaciéon y un buen desarrollo. Las dosis media y alta de AK bajo luz mejoraron
la velocidad de germinacion y el vigor. En oscuridad, aunque la germinacion se
mantuvo alta, el desarrollo fue menor. ElI mejor tratamiento fue DA_LUZ, seguido
por TO_LUZy DM_LUZ.

Como conclusion general el tratamiento en semillas de tomate, chile y alfalfa con
acido kojico (AK) mostré efectos positivos variables segun la especie, la
concentracion del compuesto y las condiciones de luz. En general, se observo que

la luz favorecio tanto la velocidad de germinacion como el crecimiento de las
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plantulas, especialmente a dosis media y alta de AK. En condiciones de oscuridad,
aunque la germinaciéon fue aceptable, el crecimiento fue menor, lo que indica la
importancia de la luz en los procesos metabdlicos asociados al desarrollo temprano

de las plantas.

La alfalfa fue la especie mas tolerante y con mejor respuesta general a los
tratamientos con AK, seguida por el tomate y el chile. Estos resultados sugieren que
el acido kdjico podria ser una alternativa prometedora como bioestimulante en la
agricultura, especialmente durante la etapa de germinacion y establecimiento de

plantulas.

Estos hallazgos coinciden con lo reportado por estudios previos que demuestran
que ciertos compuestos fendlicos, como el acido koéjico, pueden actuar como
agentes antioxidantes y promotores del crecimiento en semillas al modular el estrés
oxidativo y mejorar la actividad enzimatica durante la germinacion (Paredes-
Camacho et al., 2024; EI-Mergawi & Alghabari, 2021).

En la especie alfalfa, se alcanz6 un porcentaje de germinacion del 100% en varios
tratamientos, acompafado de valores altos en el indice de germinacién (IG) y un
tiempo medio de germinacion (TMG) relativamente corto, lo que refleja una
germinaciéon rapida y uniforme. Ademas, se observd un desarrollo vigoroso en
variables como el indice de vigor de plantula (IVP), la longitud de la radicula y la
altura total de la plantula, particularmente en condiciones de luz y con dosis baja y
media de acido kdjico. Esto sugiere que alfalfa fue la especie mas sensible y
receptiva al tratamiento con acido kojico, promoviendo un establecimiento inicial

mas eficiente.

En el caso del chile, los resultados también fueron positivos, especialmente con la
dosis media (0.250 g/L) bajo condiciones de luz, donde se obtuvieron incrementos
en IVP, longitud de radicula y altura de plantula, alcanzando porcentajes de
germinacion cercanos al 90%. Aunque la respuesta no fue tan marcada como en
alfalfa, se identificaron efectos estimulantes atribuibles al tratamiento con acido

kgjico.
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Y por su parte, el tomate presentd una respuesta mas variable y menos favorable.
Se observaron algunas mejoras en la longitud del tallo y la altura total de las
plantulas en tratamientos especificos, los porcentajes de germinacion y el vigor
fueron generalmente inferiores en comparacion con las otras dos especies,
particularmente bajo condiciones de oscuridad. Esta menor respuesta podria
deberse a diferencias fisiolégicas o a una sensibilidad reducida al acido kgjico en

esta etapa temprana.

Los resultados permiten concluir que la especie es un factor determinante en la
respuesta al acido kéjico, siendo alfalfa la mas beneficiada en términos de

germinacion, velocidad de emergencia y desarrollo inicial de plantulas.

Este tipo de variaciones en la respuesta a bioestimulantes como el acido kdjico
también han sido reportadas por otros autores, quienes destacan que los efectos
pueden depender tanto de la especie como de las condiciones ambientales y la

concentracion utilizada (Paredes-Camacho et al., 2024).
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VII. CONCLUSIONES

La presente investigacion permitié evaluar como responden los germinados de
alfalfa, tomate y chile jalapefio a diferentes concentraciones de acido kojico bajo
condiciones de luz y oscuridad, tanto en términos generales de germinacién como

de capacidad antioxidante y contenido nutricional.

En cuanto a la germinacion, se observé que los efectos del acido kéjico dependieron
de la especie, la dosis y las condiciones luminicas. En general, las dosis bajas
(0.125 g/L) y altas (0.500 g/L) favorecieron el crecimiento y vigor de las plantulas,
especialmente cuando se combinaron con luz. Las dosis medias, tendieron a
disminuir la germinacion, sobre todo en oscuridad. Esto fue particularmente
evidente en chile, donde la dosis media en oscuridad mostré los peores resultados.
En alfalfa, la germinacién fue alta en casi todos los tratamientos, destacando la gran

tolerancia de esta especie.

Con respecto a la capacidad antioxidante, los resultados también fueron variables
segun la especie. En chile, se observaron altos niveles de actividad antioxidante con
la dosis alta bajo oscuridad cuando se evalué con el método ABTS. En tomate, los
mejores resultados se presentaron con la dosis media en oscuridad tanto en ABTS
como en DPPH. En alfalfa, aunque no todas las diferencias fueron estadisticamente
significativas, si hubo una tendencia favorable con ciertas combinaciones, como la
dosis media en luz. Estos resultados muestran que el acido kojico puede estimular
mecanismos antioxidantes, pero su efecto no es uniforme para todas las especies

ni para todos los métodos de evaluacion.

En el analisis nutricional, el contenido de fibra cruda aument6 notablemente en los
germinados de chile y alfalfa tratados con acido kéjico, en especial con dosis medias
en oscuridad. En tomate, el contenido de fibra fue mas estable y no mostré una
tendencia clara. En cuanto a la proteina soluble, solo en chile se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos, siendo el control en oscuridad el que
presentd mayor concentracion, y la dosis alta en oscuridad el que presento el valor
mas bajo. Esto podria indicar una mayor sensibilidad del chile a este compuesto,

sobre todo en ausencia de luz.
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Considerando todos los resultados, permiten aceptar parcialmente la hipotesis
planteada, ya que si se observo un incremento en la capacidad antioxidante en
varios tratamientos, aunque este efecto fue dependiente de la especie, la dosis
aplicada y la condicién luminica. El acido kojico mostré potencial como
bioestimulante, especialmente en el desarrollo de germinados con mayor actividad

antioxidante, lo cual podria aportar beneficios funcionales y nutracéuticos.

Dado que los germinados evaluados estan destinados al consumo humano, los
resultados obtenidos refuerzan el potencial del 4cido kéjico como herramienta para
mejorar el perfil nutracéutico de alimentos frescos, promoviendo productos con

mayor capacidad antioxidante y valor funcional.

Finalmente, se podria recomendar continuar con estudios que profundicen en el
mecanismo de accién del acido kojico en plantas, evaluar su efecto en etapas mas
avanzadas del crecimiento y considerar su uso en otros cultivos de interés agricola
y alimentario. La especie, la dosis y la luz son factores clave para tener en cuenta

si se busca aprovechar el potencial de este compuesto en sistemas productivos.
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