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RESUMEN

El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los cereales refinados mas consumidos en el mundo,
sin embargo, el arroz integral ha despertado interés por su contenido en nutrientes y
compuestos con valor biologico, provocando aumento en su demanda. La germinacion
del arroz integral ha demostrado ser un proceso de bajo costo que incrementa
significativamente el valor funcional. Estudios sefialan que la aplicacion de plasma frio
en semillas puede ser una alternativa para mejorar el proceso de germinacion y a su
vez permita el aumento de compuestos bioactivos.

Es por eso que en el presente trabajo se evalué el efecto del plasma frio en el arroz
integral germinado para el incremento del contenido de compuestos bioactivos vy
capacidad antioxidante mediante analisis espectrofotométricos. La investigacion
empezo6 con la germinacion del arroz integral (INIAP 15) previamente sanitizado y
remojado durante 24 h a 22°C. Las semillas remojadas se germinaron durante 24 y 72
h a 34°C. La aplicacién del tratamiento de plasma frio se efectué con 25 g de muestra
de arroz colocadas en recipiente de polipropileno y cubiertas en bolsas de nylon
coextruido. El tratamiento de plasma frio se aplicé antes y después de la germinacion,
con dos tipos de gases: aire y nitrégeno (N). Se determind el contenido de acido fitico y
y-oryzanol por espectrofotometria. El contenido total de compuestos fendlicos (TPC) por
el método de Folin-Ciocalteu y la capacidad antioxidante por absorcién de radicales de
oxigeno (ORAC).



ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is one of the most consumed refined cereals in the world; however,
brown rice has awakened interest due to its nutritional content, rich in compounds with
biological value, causing an increase in its demand. The germination of brown rice has
proven to be a low-cost process that significantly increases its functional value. Studies
indicate that the application of cold plasma on seeds can be an alternative to improve
the germination process and at the same time allow the increase of bioactive
compounds.

For this reason, in the present work, the effect of cold plasma on germinated brown rice

was evaluated to increase the content of bioactive compounds and antioxidant capacity
by means of spectrophotometric analysis. The investigation started with the germination
of brown rice (INIAP 15) previously sanitized and soaked for 24 h at 22°C. The soaked
seeds were germinated for 24 and 72 h at 34°C. Cold plasma treatment was applied with
25 g of rice sample placed in polypropylene container and covered in coextruded nylon
bags. The cold plasma treatment was applied before and after germination, with two
types of gases: air and nitrogen (N). Phytic acid and y-oryzanol contents were
determined spectrophotometrically. The total phenolic compound content (TPC) was
determined by the Folin-Ciocalteu method and the antioxidant capacity by oxygen radical
absorbance (ORAC).
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INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los principales alimentos basicos que alimentan
aproximadamente al 60% de la poblacién mundial y desempefa un papel importante a
la hora de satisfacer la creciente demanda de grano con el aumento de la poblacional.
Es por eso que se considera uno de los cultivos alimentarios mas importantes del
mundo. La produccién de arroz es estacional y el consumo es durante todo el afio lo
que significa que debe almacenarse durante cierto tiempo ocasionando asi que el grano
cambie sus propiedades fisicoquimicas, composicién quimica, actividad antioxidante,
caracteristicas del almidén, es decir que la calidad del arroz disminuye durante el
almacenamiento (Gao et al., 2016).

En los ultimos afos las dietas ricas en cereales integral han sido el centro de atencion
de los consumidores debido al potencial para reducir el riesgo de padecer enfermedades
cronicas. El grano entero del arroz integral es considerado una fuente rica de
compuestos bioactivos facilmente solubles en agua, como polifenoles, acido y-
aminobutirico (GABA), fibra dietética, vitaminas y oligoelementos (Cho y Lim, 2016). A
pesar de esto se busca mejorar el valor nutricional del arroz integral, por lo que se han
realizado investigaciones sobre la germinacion sobre los cereales incluido el arroz,
donde se ha observado que se activan las enzimas hidroliticas como la a-amilasa y
degradan el almidon, la proteina y los polisacaridos no amilaceos, lo que conduce al
aumento de los oligosacaridos y los aminoacidos (Ohtsubo, Suzuki, Yasui y Kasumi,
2005). En comparacion con el arroz integral normal, el arroz integral germinado contiene
niveles relativamente altos de ciertos nutrientes, como compuestos fendlicos, y-oryzanol
y GABA (Caceres, Martinez-Villaluenga, Amigo y Frias, 2014).

El tratamiento térmico es eficaz para inactivar los patégenos, pero presenta efectos
secundarios sobre las propiedades sensoriales, nutricionales y funcionales en productos
frescos. Por eso es que recientemente se han desarrollado métodos no térmicos, como
el tratamiento quimico, los rayos ultravioletas, la radiacion ionizante y el procesamiento
a alta presion, sin embargo, estas tecnologias presentan un alto costo para su
aplicaciéon. Pero el plasma frio se ha propuesto como una técnica no térmica eficiente
en el que puede aplicarse con éxito a los productos alimenticios e incrementar sus
propiedades nutricionales, asi también se ha convertido en una de las alternativas
posibles para el tratamiento postcosecha. Por lo tanto, varias investigaciones destacan
los fundamentos y el potencial del plasma frio como método para la mejora de la calidad
del grano de arroz y la influencia de los parametros de tratamiento como el voltaje y la
potencia, el tipo de gas y el tiempo de tratamiento (Misnal et al., 2022).

El objetivo de esta investigacion es evaluar la aplicacion de plasma frio en el arroz
integral germinado para el incremento del contenido de compuestos bioactivos vy
capacidad antioxidante mediante analisis espectrofotométricos.



CAPITULO 1
1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion del problema

La industria alimentaria debe adaptarse continuamente para satisfacer las demandas de
una poblacién creciente, tanto en términos de nutricion como de expectativas de los
consumidores. Esto debe lograrse dentro de los limites de los recursos disponibles y los
requisitos reglamentarios. La innovacion en materia de produccién y transformacién de
alimentos es necesaria para hacer frente a los nuevos retos de la seguridad alimentaria
mundial y a las complejidades de la cadena alimentaria moderna.

La alimentacion se encuentra dentro de los 17 objetivos de desarrollo sostenible (ODS)
donde se menciona que para poner fin al hambre hay que mejorar la nutricion y que los
sistemas alimentarios sean sostenibles, es por eso que la alimentacion ha ido
evolucionando pero se ha visto afectada debido a la aparicién de alimentos procesados
dejando a un lado ciertos productos que son importantes para una buena alimentacion
como lo son los cereales, que deberian ser parte de la dieta diaria ya que éstos ayudan
a satisfacer las necesidades energéticas y nutritivas y a prevenir enfermedades
relacionadas con desequilibrios alimentarios. Las nuevas tendencias alimentarias han
hecho que la poblacién cada vez sea mas exigente y seleccione alimentos por su
composicion nutricional, funcion de sus componentes y su incidencia en la salud.

1.2. Objetivos
1.2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del plasma frio sobre los compuestos bioactivos y actividad
antioxidante del arroz integral germinado

1.2.2 Objetivos especificos

Aplicar plasma frio antes y después de la germinacion con dos tipos de gases: nitrégeno
y oxigeno.

Desarrollar los germinados de arroz integral a 24 y 72 horas.

Analizar a las diferentes muestras el contenido de compuestos bioactivos y actividad
antioxidante.

1.3 Justificacion

Actualmente, los consumidores prefieren alimentos con un alto contenido en nutrientes,
calidad y frescos, sin conservantes ni productos quimicos artificiales. También hay un
subconjunto de consumidores que consideran el precio como una preocupacion menor
y estan dispuestos a pagar mas por sus deseos. Por lo tanto, el interés de la industria
alimentaria por explorar una tecnologia novedosa como el plasma frio atmosférico no
se debe unicamente al factor de la seguridad alimentaria, sino también al del
consumidor. La germinacién también se plantea como otro método efectivo y natural
para el procesamiento de granos donde la semilla por si misma aumenta su valor
nutritivo y ofrece una forma diferente de consumo para el ser humano (Davila, Sangroni
y Granito, 2003). Por consiguiente, el proceso de germinacién se aplica con la finalidad



de generar cambios fisicoquimicos y que éstos incrementen el contenido nutricional y
energético en los granos (Bravo et al., 2013).

Es por eso que el consumo de granos germinados ha aumentado en los ultimos afios
ya que presentan una mejora en su calidad nutricional como por ejemplo en la
biodisponibilidad de proteinas, aminoacidos esenciales, vitaminas, carbohidratos y
minerales tales como calcio, hierro y magnesio (Sangronis y Machado, 2007). La
germinacion de las semillas comienza con la absorcién de agua, durante este proceso
se producen cambios significativos, incluyendo la inter conversion y sintesis de nuevos
compuestos (Cevallos y Cisneros, 2010), también permite reducir anti nutrientes,
aumentar la fibra dietaria, vitaminas del complejo B, acido ascérbico y el contenido y
digestibilidad de proteinas, digestibilidad del almidén, biodisponibilidad de minerales, y
mejora la funcionalidad de las semillas debido al hecho de que aumentan los
compuestos bioactivos.



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1 Arroz integral

El arroz integral es una semilla de arroz a la que se le ha quitado la cascara exterior y
que esta formada principalmente por el endospermo, el embrién y el salvado (Wu et al.,
2022). Es rico en nutrientes, como vitaminas, minerales, proteinas, lipidos y una
variedad de sustancias bioactivas, como arabinoxilano, p-dextrano, acido vy-
aminobutirico, oryzanol, fenoles, fibra dietética, etc. (Mir, Shah, Bosco, Sunooj, y
Farooq, 2020). A continuacion, en la tabla 1 se presenta la composiciéon quimica del
arroz integral por cada 100 gramos de producto comestible.

Tabla 1. Composicion quimica del arroz integral

Componentes Unidad Valor
Humedad % 14,0
Proteina g N x6,25 7,3

Grasa cruda g 2,2
Carbohidratos disponibles g 711
Fibra dietética g 4,0

Fibra insoluble en agua g 2,7
Lignina g 0,1

Cenizas crudas g 1,4
Energia Kcal 384

Fuente: Bienvenido (1994)
Elaborado por: Cueva y Gavilanez (2023)

2.1.1 Arroz integral germinado

Se ha demostrado que el arroz integral germinado y el arroz con cascara germinado
tienen muchas funciones para prevenir problemas en la salud como obesidad,
inflamaciones, alergias y tumores. (Wu et al., 2013). Pero el arroz integral tiene efectos
beneficiosos sobre diversos problemas en la salud como lo son la diabetes y la
obesidad, pero aun no es tan aceptado que el arroz blanco debido a su sabor y textura
deficientes. Es por eso que se presenta la germinaciéon como una estrategia biolégica
bien conocida y practica para superar este problema. Este proceso no solo mejora
significativamente el sabor, sino también la concentracién de compuestos bioactivos.
(Caceres et al., 2014).

Ademas, la germinacién del arroz integral tiene un impacto positivo en sus propiedades
sensoriales proporcionando un sabor agradable (Makinen y Arendt, 2018). Durante el
proceso de germinacion se activan enzimas hidroliticas del arroz integral, como las
amilasas y las proteasas, provocando el aumento en el contenido de azucares
reductores, péptidos y aminoacidos que son los precursores aromaticos de los
compuestos activos de olor que participan en el posterior metabolismo microbiano (Li et
al., 2020). En conclusion, El arroz integral germinado se considera un alimento funcional
debido a la presencia de nutrientes beneficiosos y compuestos bioactivos. Todas esta



ventajas son adquiridas en el proceso de germinacion, la cual consiste en sumergir el
grano de arroz integral en agua hasta que su embridn comienza a brotar (Moongngarm
y Saetung, 2010) y es aqui donde el grano no sélo mejora su textura, sino que también
aumenta sus propiedades nutricionales (Charoenthaikij et al., 2009).

2.1.2 Contenido de compuestos fendlicos totales

Los compuestos fendlicos o también llamado hidroxibenceno son aquellos que engloban
sustancias que poseen varias funciones fenol, que estan unidas a estructuras
aromaticas o alifaticas. Se conoce que algunos compuestos fendélicos no son polifenoles,
sino mono fenoles y radican en casi todos los alimentos de origen vegetal ya que sus
sustancias influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los alimentos actuando
como colorantes, antioxidantes y proporcionando sabor.

Existen varias propiedades beneficiosas para el cuerpo humano en los compuestos
fendlicos que se encuentran en los alimentos, por ejemplo, ayudan a la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, previene el cancer, disminuyen la tasa de colesterol,
ayuda a enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, entre otras (Gimeno,
2004).

2.1.3 Contenido de capacidad antioxidante (ORAC)

La capacidad antioxidante se define como el potencial de un compuesto o sustancia que
inhibe o dificulta la oxidacion en cantidades muy pequefias (< 1%, comunmente 1-1,000
mg/L). El objetivo de la medicién de este compuesto es util porque sirve para evaluar la
calidad de un alimento, la cantidad de antioxidantes, o la biodisponibilidad de
compuestos antioxidantes en el cuerpo humano (Benitez et al. 2013).

La capacidad antioxidante tiene como funcién frenar las reacciones de oxidacion en las
células ya que en estas se generan los nocivos radicales libres. Esto ayuda a que se
reduzcan varias enfermedades como: cardiovasculares, tumores y neurodegenerativas.
Otra funcién que estas actuan para potenciar al sistema inmunolégico (Vilaplana, 2007).

2.1.4 Contenido de y- oryzanol en arroz

El y-oryzanol es uno de los compuestos funcionales mas importantes presentes en el
arroz, es liposoluble y constituye el 1,5-2,9% del aceite de salvado y germen de arroz.
(Okada and Yamaguchi, 1983). Es una mezcla de ferulados fitosterilicos con ferulados
cicloartenilicos, ferulados 24-metilencicloartanilicos, ferulados campesterilicos y
ferulados B-sitosterilicos como componentes principales (Cho et al., 2012) su contenido
en el arroz integral es de 18-63 mg/100g (DW) y esto también depende de la variedad
de arroz, el tiempo de molienda, el proceso de estabilizacion y los métodos de extraccion
(Gani et al., 2012).

Asi también este compuesto posee muchos beneficios bioldgicos, como la reduccion del
colesterol, actividades antiinflamatorias anticancerigenas, antidiabéticas y antioxidantes
(Chisayo et al., 2013). Debido a los numerosos beneficios para la salud y a la gran
demanda de productos con y-oryzanol, surge la necesidad de mejorar el nivel de esteril
ferulados en genotipos de arroz mediante programas de mejora genética. ya que
anteriormente, solo se habia informado de la presencia natural y el contenido total de y-
oryzanol en productos derivados del arroz (Moongngarm y Saetung, 2010).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0733521019301882#bib25

2.1.5 Contenido de acido fitico

El acido fitico y sus sales son la principal forma de almacenamiento de fésforo en
semillas de cereales y leguminosas. Sin embargo, en este sentido el fésforo permanece
no disponible para el hombre, debido a que éstos no estan provistos de suficiente
actividad de fosfatasas enddgenas o fitasas que sean capaces de liberar el grupo fosfato
de la estructura del fitato. Es por eso que el acido fitico es ademas un compuesto con
actividad anti nutricional, debido a su capacidad de formar complejos insolubles con
minerales y proteinas convirtiéndolos en la causa principal de su comportamiento anti
nutricional que no son asimilables por el organismo. Por otro lado, también presenta
también efectos positivos sobre la salud, si se encuentra en bajas dosis, como son su
accién protectora frente al cancer, reduccion de la formacién de calculos renales y
prevencion de enfermedades cardiovasculares.

El lugar de acumulacion del acido fitico en las semillas de arroz es en la capa externa
del salvado especificamente en la aleurona. El grano de aleurona contiene: globoides,
donde se localiza el 80% de fitatos, y cuerpos proteico-carbohidratos. Los niveles de
acido fitico (g/100g) en arroz entero se encuentran entre el 0,86-0.99%. Dado que la
mayor parte del acido fitico se encuentra en las partes externas del grano, los distintos
productos de la molienda contienen diferentes niveles de fitatos, aunque también el
contenido de acido fitico depende del cultivar, las condiciones climaticas y el afo.
(Hidvégi y Lasztity, 2003)

2.2 Plasma frio

El plasma es la interaccion de un gas y una fuente eléctrica para la obtencién de gas
ionizado. Es el cuarto estado de la materia y los tratamientos en los que se utiliza el
plasma suelen utilizar gases ecoldégicos como nitrégeno, hidrégeno, oxigeno o argén
Funciona a través de la emisidén de particulas cargadas (electrones, iones positivos y
negativos, radicales, oxigeno reactivo y especies de nitrégeno) que son capaces de
romper los enlaces covalentes y, por lo tanto, iniciar numerosas reacciones quimicas de
importancia significativa (Mir et al., 2016).

El plasma frio se obtiene a presiones atmosféricas o reducidas (vacio) y requiere un
menor aporte de energia. El plasma frio puede generarse mediante una descarga
eléctrica en un gas a menor presion o utilizando microondas. Las ilustraciones tipicas
para la generacion de plasma a presion atmosférica incluyen la descarga de corona, la
descarga de barrera dieléctrica (DBD), el plasma de radiofrecuencia y la descarga de
arco deslizante. Por el contrario, los plasmas térmicos se generan a presiones mas altas
y requieren aportes de alta potencia. (Misra et al., 2016)

Aunque el plasma frio se prueba principalmente en los alimentos para neutralizar
microorganismos, su uso como pretratamiento antes de la extraccién posterior también
puede aumentar el contenido de compuestos bioactivos en el extracto (Pogorzelska-
Nowicka et al., 2021). En los ultimos afios se han desarrollado varias gamas de sistemas
de laboratorio de plasma frio para el tratamiento del grano de arroz (Amnuaysin et al.,
2018). El tratamiento con plasma frio acaba provocando la disrupcion de la pared
celular, la destruccion del material polimérico extracelular, el dafio del ADN y la
disfuncion de la proteina de la peroxidacion lipidica (Bourke et al., 2018).

2.3 Aplicacién de plasma frio en cereales
En los ultimos anos ha crecido el interés de la industria alimentaria por el procesado de

alimentos con plasma debido a que existen investigaciones que demuestran los efectos
positivos en la mejora de la calidad nutricional. En estos trabajos se ha estudiado los



compuestos bioactivos como son el acido Y-aminobutirico (GABA), el contenido de
fenoles y la capacidad antioxidante.

Sin embargo, sigue habiendo incertidumbre sobre el mecanismo de interaccion de los
compuestos organicos de bajo peso molecular y las especies reactivas del plasma. Esto
se debe a la naturaleza altamente dinamica y vigorosa de las especies plasmaticas. La
correcta interpretacién de este mecanismo juega un papel decisivo a la hora de permitir
el uso del plasma como auxiliar en el procesado de alimentos (Sruthi et al. 2022).

Zargachi y Saremnezhad (2019) obtuvieron que las semillas después de la aplicaciéon
del plasma frio a baja presién incrementan significativamente la absorcion de agua, la
tasa de germinacion y el contenido de GABA, mientras que la concentraciéon de fenoles
y la actividad antioxidante disminuyen en comparacién con el control. Asi también Zeng
et al (2023) mencionan que el plasma frio también ayuda a mejorar la vida util y las
condiciones del almacenamiento, ademas que las propiedades fisicoquimicas y
bioactivas dependian en gran medida de la forma en la que se procesa el arroz integral.



CAPITULO 3
3. METODOLOGIA

El presente trabajo consiste en germinar las semillas de arroz integral variedad INIAP
15, previamente desinfectadas en solucion de hipoclorito de sodio (0,1%), esto con el
fin de evitar el desarrollo de microorganismos en la germinacién, luego se deja en remojo
durante 24 horas a 22°C, posterior a esto se llevd a cabo el proceso de germinacion
durante 24 y 72 horas a 34°C. El plasma frio se aplicé a 25 g de diferentes muestras de
arroz antes y después de la germinacién con dos tipos de gases: aire y nitrégeno.
Finalmente se molieron las muestras para la extraccién y determinacion de los
compuestos bioactivos y actividad bioldgica. Los resultados obtenidos se compararon
con una muestra control a la cual no se le aplicé plasma frio.

3.1 Germinacién en muestras de arroz.

La preparacién de muestras de arroz integral (Figura 3.1.a) se realiz6é de acuerdo con la
metodologia descrita por Caceres et al., (2014). 50 g de muestras de arroz integral
(INIAP 15).

Desinfeccion

Las semillas fueron desinfectadas por inmersion durante 30 minutos con una solucién
de hipoclorito de sodio al 0.1% en una relacién arroz-solucién de 1:5. Una vez
transcurrido el tiempo, estas fueron enjuagadas con agua destilada para remover
cualquier residuo de cloro.

Remojo

Luego las semillas de arroz estuvieron en remojo durante 24 horas con agua destilada
en una relacién semilla-agua de 1:5. Fig. 3.1.b. Una vez culminado el remojo se drena
el agua y se colocan en bandejas para su posterior germinacion.

Germinacion

El arroz se coloca en bandejas en una capa de papel filtro y son cubiertas con otra capa
de papel filtro, el cual permanece humedos durante el proceso de germinacion. Las
muestras se colocan en una camara climatica (Modelo ICH750L, Memmert, Alemania),
Durante todo el experimento se humecto en varias ocasiones los recipientes con el fin
de mantener el aire a una humedad del 90%. El proceso de germinacion se llevo a cabo
a una temperatura de 34°C durante 24 y 72 horas en oscuridad.

Figura 3.1 a. Preparacion inicial de muestras de arroz integral
Figura 3.1 b. Remojo del arroz
Fuente: Cueva y Gavilanez (2022)



3.2 Aplicaciéon de plasma

En un recipiente de polipropileno se colocaron 25 g de arroz integral (sin germinar,
remojado, germinado 24 y 72 horas) y cubiertas en bolsas de nylon coextruido. El
tratamiento con el equipo de plasma frio (Phenix Technologies, Inc., USA) se aplicé por
10 minutos a 90 kV antes y después de llevar a cabo el proceso de germinacion con dos
tipos gases: aire y nitrégeno. Luego de esto, las muestras se almacenaron a 4°C durante
24 horas para posterior preparacién como se muestra en la figura 3.2.

Figura 3.2 Almacenamiento de las muestras de arroz
Fuente: Cueva y Gavilanez (2022)

3.3 Preparacion de muestra

Una vez transcurrido el proceso de germinacion y/o de aplicacion de plasma, las
muestras fueron colocadas en vasos de precipitaciéon de 100 ml y cubiertas con papel
Parafilm; posteriormente fueron congeladas a -20°C durante 24 horas
aproximadamente. Una vez congeladas las muestras, al papel Parafilm se le hizo
agujeros antes de colocar los vasos de precipitacion en los tubos del liofilizador para
luego congelar nuevamente por 2 horas mas. Los tubos con las muestras fueron
colocados en el equipo previamente es programado a temperatura de -85°C y con
presion de vacio de 0,003 mbar.

El proceso de liofilizaciéon duré 2 dias debido al bajo contenido de humedad de las
muestras. Una vez que estas fueron liofilizadas se realiz6 la molienda en un molino de
café (Modelo 80350R, Hamilton Beach Coffe Grinder, USA) y se midi6 la humedad en
un medidor de infrarrojo (Sartorius, MA-37, Alemania). Finalmente, las muestras fueron
almacenadas en fundas plasticas de vacio en el congelador a -20°C hasta proceder con
los analisis.

3.4 Extraccion de compuestos bioactivos

Para la extraccion de compuestos fendlicos y antioxidantes en las muestras, se utilizé
la metodologia descrita por Caceres et al., (2014). Se pes6 1 g de las muestras
liofilizadas y molidas, luego se agregd 10 ml de una solucién de metanol y acido
clorhidrico (1000:1) al 80% (v/v) en agua destilada. Las muestras en la solucion
estuvieron en agitacion durante 16 horas a 200 rpm y después fueron centrifugadas a
5000 rpm durante 5 minutos a 5°C. Se almacend a -20°C el extracto liquido en frascos
de vidrio.



3.5 Determinacion de los compuestos fendlicos totales (TPC)

El contenido total de los compuestos fendlicos se analizé utilizando el reactivo de Folin-
Ciocalteu’s phenol como se describe en Caceres et al., (2014). Se preparo acido galico
(450 pg/ml) en 5 ml de metanol absoluto y enrasado a 10 ml con agua destilada para la
curva patron como se indica en la Figura 3.3 a. Se prepar6 carbonato sédico al 7.5%
como solucion tampén y el reactivo Folin- Ciocalteu’s utilizado para hacer la reaccion
colorimétrica con la presencia de compuestos fendlicos. Una vez con los reactivos y
materiales listos, se procedié a realizar la curva de la calibracion con el acido galico a
diferentes concentraciones (4.5, 9, 22.5, 45, 67.5, 90 y 112,5) pg/ml.

Se trabajo con las diluciones de 1/5 y 1/10 para las muestras y los controles, tomando
alicuotas de 100 ul y colocandolas en tubos de eppendorf mas 625 ul de agua ultrapura,
250 pl de carbonato sodico y 25 ul del reactivo Folin como se indica en la Figura 3.3 b.
Cada uno de los tubos se agitaron vortex (Fisher Scientific, USA) y luego se incubaron
por 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente (~22 °C) y finalmente se depositaron
200 pl por triplicado en los pocillos de una placa para espectro de luz visible (Fisher
Scientific, USA) como se muestra en la Figura 3.3 c, posterior a esto se realiza la lectura
en el software Gene 5™ versién 1.1. con el espectrofotometro (BioTek Instruments,
Winooski - USA).

(b)

Figura 3.3 a. Preparacién de acido galico (450 pg/ml) en 5 ml de metanol absoluto
Figura 3.3 b. Diluciones de las muestras en tubos eppendorf
Figura 3.3 c. Triplicado de las muestras en las placas para espectro de luz visible
Fuente: Cueva y Gavilanez (2022)

3.6 Determinacion de la capacidad antioxidante (ORAC)

La actividad antioxidante se analizé evaluando la capacidad de absorcién de radicales
de oxigeno utilizando el reactivo AAPH, tal como se describe en el estudio de (Caceres
et al.,, 2014). La curva patron se prepard con el reactivo 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-
tetrametilcromano-2 acido carboxilico abreviado como Trolox y como solucidén tampon
se utilizé una de fosfato sédico con un pH de 7.4. La solucién de la fluoresceina fue
preparada con una concentracion final de 116.9 nm, el cual era el indicador de la
extension de la oxidacion en la reaccion. Finalmente se preparo la solucién AAPH de 40
mM, cuya funcidén era ser el reactivo iniciador para generar el radical peroxil-ROO.

El ensayo fue realizado en oscuridad debido a que los reactivos utilizados son sensibles
alaluz. Se elabord la curva patron de Trolox a diferentes concentraciones (0, 8, 24, 48,
60, 100, 120 y 160) uM utilizando como solvente el tampén fosfato. Se emplearon
diluciones de 1/10, 1/20, 1/50 y 1/100 para los extractos de las muestras de arroz integral
(remojado y germinado) con aplicacién de plasma, después se procedié a colocar una
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alicuota de 100 pl en los tubos de eppendorf como se indica en la Figura 3.4 a. y 600 pl
de la solucion fluoresceina. Se coloco en los pocillos de la placa oscura (Fisher
Scientific, USA) 200 ul de la solucion de fluoresceina con la muestra. El equipo se
preparo para que sea dispensado 90 pl la solucion de AAPH como se indica en la Figura
3.4 b. enlos pocillos dentro del mismo espectrofotdmetro (BioTek Instruments, Winooski
- USA). Las muestras en los pocillos estuvieron aproximadamente 2 horas y 30 minutos
en incubacién dentro del equipo como se indica en la Figura 3.4 c. y la lectura se realiz6
en el software Gene 5™ version 1.1. con el espectrofotéometro a 485 nmy a 528 nm.

(a) (b) (c)

Figura 3.4 a. Diluciones de las muestras en los tubos eppendorf
Figura 3.4 b. Preparacién del equipo
Figura 3.4 c. Muestras en la placa que fueron incubadas
Fuente: Cueva y Gavilanez (2022)

3.7 Determinacion de y-oryzanol

Inicialmente se realizé una extraccion de este compuesto de acuerdo con la metodologia
descrita por (Srisaipet y Nuddagul, 2014). Se pes6é 1 g de la muestra liofilizada y
tamizada y se afadié 4 ml del solvente isopropanol absoluto. La extraccion se realizé
manteniendo en agitacién la muestra con el solvente toda la noche en un agitador orbital
marca Thermo Scientific, modelo MaxQ4450 a 200 rpm. Se realizé una centrifugacién a
3000 rpm por 5 minutos y se recolecté el sobrenadante, el cual contenia el compuesto
y-oryzanol. De los sobrenadantes recolectados se midio el espectro de absorcion del y-
oryzanol utilizando un lector de microplacas (BioTek In-struments, Winooski, VT, USA)
controlado por el software Gene 5TM version 1.1 (BioTek Instruments). Se preparé una
curva estandar (0-50 mg/L) a partir de una soluciéon de y-oryzanol de 0,1 mg/mL,
utilizando isopropanol absoluto como solvente (Srisaipet & Nuddagul, 2014).

3.8 Determinacion de acido fitico

Se realiz6 la determinacion fotométrica de acuerdo con la metodologia descrita por
(Reichwald y Hatzack, 2008) con algunas modificaciones. Para la extraccion se agrego
1 mlde HCI 1 M alos 0,05 g de una muestra en un vial con cierre hermético y se calento
durante 1 h en un bafo de glicerol a 90°C bajo agitaciéon constante a 10 g fuerza durante
45 minutos. La mezcla se enfrié en un bafio de hielo y se centrifugé a 10 g fuerza durante
5 minutos y se diluyeron 0,250 ml del sobrenadante con 1 ml de agua destilada.

Luego, se anadio una alicuota de 0,4 ml de muestra, estandar (solucion de acido fitico
en HCI 0,2 M) o blanco (HCI 0,2 M) a 0,8 ml de solucion férrica (0,05 g de FeCls en 500
ml de HCI 0,2) en un vial con cierre hermético y se calentdé durante 45 minutos en un
bafio de glicerina a 90°C con agitacion a 10 g fuerza. La mezcla se enfrié en un bafo
de hielo durante 15 minutos y se centrifugd a 10 g durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se anadié una alicuota de 0,6 ml del sobrenadante a 0,8 ml del reactivo
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complejante (0,5 g de 2,20-bipiridina y 651l de acido tioglicélico disueltos en 50 ml de
HCI 0,2 M) y se leyo la absorbancia a 540 nm utilizando un lector de microplacas
(BioTekInstruments, Winooski, VT, EE. UU.) controlado por el software Gene 5TM
version 1.1. (BioTek Instruments).

3.9. Analisis estadistico

Los resultados que se muestran en las tablas son los valores medios de tres mediciones
para cada muestra con diferentes tratamientos germinaciéon y plasma junto con sus
controles + sus desviaciones estandar. Se utilizé un disefio factorial de AxBxC
considerando como los siguientes factores: tiempo de germinacion de arroz (remojado,
germinado 24 y 72 horas), aplicacion de plasma (antes y después) y tipo de gases (aire
y nitrégeno). Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via para comparar las
medias mediante el software Statgraphics Centurion XVI, version 16.1.17 (Statistical
Graphics Corporation, Rockville, MD). Para determinar las diferencias significativas
entre las variables, se aplicoé una prueba de multiples rangos, basados en la prueba de
Fisher con un valor p £ 0,05. Para las graficas de columnas se utilizé el software Excel
version 2021 b.



CAPITULO 4
4. RESULTADOS

4.1 Contenido de compuestos fendlicos totales (TPC)

El contenido promedio de compuestos fendlicos totales en las muestras de arroz integral
(remojado y germinado) con aplicacion de plasma junto con sus desviaciones estandar
se muestra en la tabla 2 y el grafico de estos valores se pueden visualizar en la figura

41.

Tabla 2. Contenido de Compuestos fendlicos totales en muestras de arroz con
diferentes tratamientos (mg/100g ss)

Plasma frio Arroz Coédigos Media Desv'laclon
estandar
Integral C-A 22,435 + 0,449
Remojado C-AR 33,779 + 0,510 be
Control (Sin plasma)
Germinado 24 h C- AG24 36,468 | + 1,043¢
Germinado 72 h C- AG72 57,057 + 2,681¢
Integral OPB-AI 30,750 | = 1,446
Tratamiento de Plasma Remojado OPB-AR 34275 | + 3,246 b
con Aire (Antes) Germinado 24 h OPB-AG24 43,427 | =+ 4,1669
Germinado 72 h OPB-AG72 90,049 | 0,787
Integral OPA-AI 30,750 | + 1,446
Tratamiento de Plasma Remojado OPA-AR 46,053 | + 2,1689
con Aire (Despues) Germinado 24 h OPA-AG24 67,636 | = 5,0419
Germinado 72 h OPA-AGT72 134513 | + 5,380"
Integral NPB-AI 77,059 | + 2,251N
Tratamiento de Plasma Remojado NPB-AR 79,428 | = 1,224h
con Nitrogeno (Antes) Germinado 24 h NPB-AG24 83,825 | + 5,733
Germinado 72 h NPB-AG72 115,064 | + 6,015m
Integral NPA-AI 77,059 | + 2,251h
Tratamiento de Plasma Remojado NPA-AR 63,211 | + 7,105°
con Nitrégeno (Despueés) | Germinado 24 h NPA-AG24 05,456 | + 5,376k
Germinado 72 h NPA-AG72 108,048 | + 2,186!

Fuente: Cueva y Gavilanez (2022)

Los valores reportados son el resultado de la media + desviacion estandar de tres
medidas independientes. Las diferentes letras presentadas como superindices indican
las diferencias significativas de la prueba ANOVA de una sola via utilizando (LSD) Fisher
<0,05. Los valores que comparten las mismas letras indican que no existen diferencias
estadisticamente entre ellos.
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Figura 4.1 Contenido de Compuestos Fendlicos TPC de las muestras de arroz con
diferentes tratamientos
Fuente: Cueva y Gavilanez (2022)

El contenido de polifenoles totales aumenta significativamente independientemente del
tratamiento. El nivel fendlico mas alto en arroz integral germinado fue en el tratamiento
con aire después de la germinacion por 72 horas, estos resultados coinciden con Li et
al., (2022) que muestran una tendencia creciente en el contenido de fenoles en el tiempo
de germinacién de 36-72 h y que mejoraron en un 63,16% con relaciéon a la muestra
control y sin germinar. Yodpitak et al. (2019) obtuvo que el tratamiento con plasma frio
influye positivamente al incremento de fenoles totales, quienes consideraron que el
tratamiento con plasma frio estimula el estrés de la semilla que podria impulsar la
acumulacion de fenoles en las muestras. Se atribuyé a muchos factores, incluida la
descomposicion de los fenoles y la inactivacion de la fenilalanina amoniaco lyasa (PAL)
en GBR debido a la aplicacion de plasma frio (Gémez et al., 2017). Sin embargo, la
biosintesis de compuestos fendlicos y la liberacion de agliconas de los glucésidos
durante la germinacién podrian haber promovido la mejora del nivel fendlico en los
granos germinados (Pradeep y Sreerama, 2015).

4.2 Capacidad antioxidante (ORAC)

La capacidad antioxidante promedio que se presentaron en las muestras de arroz
integral (remojado y germinado) con aplicacion de plasma junto con sus desviaciones
estandar se muestra en la tabla 3 y el grafico estos valores se pueden visualizar en la
figura 4.2.

Los valores reportados son el resultado de la media + desviacién estandar de tres
medidas independientes. Las diferentes letras presentadas como superindices indican
las diferencias significativas de la prueba ANOVA de una sola via utilizando (LSD) Fisher
<0,05. Los valores que comparten las mismas letras indican que no existen diferencias
estadisticamente entre ellos.
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Tabla 3. Capacidad Antioxidante (ORAC) en muestras de arroz con diferentes

tratamientos (mg/100g ss)

Plasma frio Arroz Cadigos Media Desviacion E.
Integral C-A 902,661 | + 57,9102
Remojado C-AR 952,861 + 74,4512
Control (Sin plasma)
Germinado 24 h C- AG24 1354,950 | + 167,014
Germinado 72 h C- AG72 1818,610 + 371,683 cd
Integral OPB-AI 1364,470 | + 181,517
Tratamiento de Plasma Remojado OPB-AR 1339,520 | + 108,514 b
con Aire (Antes) Germinado 24 h OPB-AG24 | 1391,150 | + 83,2690
Germinado 72 h OPB-AG72 | 1915210 | + 101,081 <
Integral OPA-AI 1364,470 | + 181,517
Tratamiento de Plasma Remojado OPA-AR 1400,040 | + 110,667 b
con Aire (Despues) Germinado 24 h OPA-AG24 | 1663,110 | + 77,086 b
Germinado 72 h OPA-AG72 | 3482,040 | + 156,642
Integral NPB-AI 1676,700 | + 50,468 be
Tratamiento de Plasma Remojado NPB-AR 3281,680 + 215,944f
con Nitrégeno (Antes) Germinado 24 h NPB-AG24 | 3821,870 | 541,8829
Germinado 72 h NPB-AG72 6026,250 + 795,543 h
Integral NPA-AI 1676,700 | + 50,468 be
Tratamiento de Plasma Remojado NPA-AR 1951,200 | + 184,708
con Nitrégeno (Despueés) | Germinado 24 h NPA-AG24 | 2046,340 | + 54,666 9
Germinado 72 h NPA-AG72 | 2730420 | = 530,878 ©
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Fuente: Cueva y Gavilanez (2022)
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Figura 4.2 Capacidad Antioxidante (ORAC) en muestras de arroz con diferentes

tratamientos
Fuente: Cueva y Gavilanez (2022)
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Se observa un incremento significativo de la capacidad antioxidante (ORAC) en el
tratamiento de plasma con nitrdgeno después de la germinaciéon de 72 h. El andlisis es
aumenta en los 5 tratamientos, sin embargo, el efecto se diferencié en el NPB donde
aumento significativamente. Esto se puede constatar con el trabajo propuesto por
Toyoizumu et al. (2021), en su investigacién en la cual obtuvo mayor capacidad
antioxidante en la coccidn de arroz integral cuando el tiempo y temperatura de
germinacion fueron mayores determinando asi que los granos germinados son una
excelente fuente de antioxidantes fendlicos (Cevallos y Cisneros, 2010).

4.3. y-oryzanol

El contenido de y-oryzanol en las muestras de arroz integral (remojado y germinado)
con aplicacién de plasma se pueden visualizar en la Tabla 4 junto con sus desviaciones
estandar y la gréfica, se muestra en la Figura 4.3.

Los valores reportados son el resultado de la media + desviacidén estandar de tres
medidas independientes. Las diferentes letras presentadas como superindices indican
las diferencias significativas de la prueba ANOVA de una sola via utilizando (LSD) Fisher
<0,05. Los valores que comparten las mismas letras indican que no existen diferencias
estadisticamente entre ellos.

Tabla 4. Contenido de y-oryzanol en muestras de arroz con diferentes tratamientos
(mg/100g ss)

Plasma frio Arroz Cadigos Media Desviacion E.
Integral C-A 4,865 + 0,335¢f
Remojado C-AR 3,932 + 0,0832
Control (Sin plasma)
Germinado 24 h C- AG24 4,184 + 0,163 abed
Germinado 72 h C- AGT72 5,084 + 0,187 ¢fg
Integral OPB-AIl 4,013 + 0,353 b
Tratamiento de Plasma Remojado OPB-AR 4,650 + 0,075 cdef
con Aire (Antes) Germinado 24 h OPB-AG24 4,792 + 0,237 def
Germinado72h | OPB-AGT72 5,869 + 0,479hi
Integral OPA-AI 4,013 + 0,353 b
Tratamiento de Plasma Remojado OPA-AR 4,051 + 0,332 3bc
con Aire (Después) Germinado 24 h OPA-AG24 7,188 + 0,915]
Germinado 72h | OPA-AGT72 6,436 + 0,464
Integral NPB-AI 4,513 + 0,246 abcde
Tratamiento de Plasma Remojado NPB-AR 5,068 + 0,325 ¢fg
con Nitrégeno (Antes) Germinado 24 h NPB-AG24 4,656 + 0,309 cdef
Germinado 72 h NPB-AGT72 4,138 + 0,495 abc
Integral NPA-AI 4,513 + 0,246 abcde
Tratamiento de Plasma Remojado NPA-AR 5,506 + 0,377 ¢h
con Nitrégeno (Después) | Germinado 24 h | NPA-AG24 5204 | % 1,310
Germinado 72 h NPA-AGT72 4,573 + 1,117 bede

Fuente: Cueva y Gavilanez (2022)
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Figura 4.3 Contenido de y-oryzanol en muestras de arroz con diferentes tratamientos
Fuente: Cueva y Gavilanez (2022)

El contenido de vy-oryzanol durante todos los tratamientos fue aumentando y
disminuyendo en todo el proceso. Sin embargo, el que alcanzé el mayor contenido de
y-oryzanol fue el tratamiento OPA con el germinado de 24 y 72 h. Esto es similar a lo
presentado en la investigacion propuesta por Yodpitak et al. (2019), en donde el nivel
de y-oryzanol varia en el transcurso del proceso. De igual manera, éste aumenté durante
la germinacion y posteriormente disminuy6. Por esta razoén, ellos afirman que la
reduccion del contenido en y-oryzanol después de alcanzar un nivel maximo, podria
deberse a factores como el tiempo, temperatura y energia.

4.4. Acido Fitico

El contenido de acido fitico que en las muestras de arroz integral (remojado y
germinado) con aplicacién de plasma se pueden visualizar en la Tabla 5 junto con sus
desviaciones estandar y la grafica se muestra en la figura 4 .4.

Los valores reportados son el resultado de la media * desviacion estandar de tres
medidas independientes. Las diferentes letras presentadas como superindices indican
las diferencias significativas de la prueba ANOVA de una sola via utilizando (LSD) Fisher
<0,05. Los valores que comparten las mismas letras indican que no existen diferencias
estadisticamente entre ellos.
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Tabla 5. Contenido de acido fitico en muestras de arroz con diferentes tratamientos
(mg/100g ss)

Plasma frio Arroz Codigos Media Desviacion E.
Integral C-A 194,598 + 15,4331
Remojado C-AR 152,497 | + 5,448
Control (Sin plasma) -
Germinado 24 h C- AG24 139,747 + 7,066 hi
Germinado 72 h C- AG72 53,430 + 19,5924
Integral OPB-Al 142,229 | + 9,795
Tratamiento de Plasma Remojado OPB-AR 115213 | = 15,048 of
con Aire (Antes) Germinado 24 h | OPB-AG24 96,042 | + 8,164 ¢
Germinado 72 h OPB-AGT72 66,110 | + 10,255 ab
Integral OPA-AI 142,229 | + 9,795
Tratamiento de Plasma Remojado OPA-AR 82,589 + 10,462¢
con Aire (Después) Germinado 24 h | OPA-AG24 122,646 | + 7,966
Germinado 72 h OPA-AGT72 109,637 + 13,500 ¢f
Integral NPB-AIl 73,583 | + 13,663 bc
Tratamiento de Plasma Remojado NPB-AR 73,000 | + 5,729 b
con Nitrégeno (Antes) Germinado 24 h NPB-AG24 72239 | + 12,765 be
Germinado 72 h NPB-AG72 53,505 | + 13,4102
Integral NPA-AI 73,583 + 13,663 ¢
Tratamiento de Plasma Remojado NPA-AR 128,987 + 6,886 gh
con Nitrégeno (Después) | Germinado 24 h NPA-AG24 105,595 | + 5,666 d
Germinado 72 h NPA-AG72 75,206 | + 13,188 b

B Arroz Integral
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200

Contenido de A. Fitico Eq. mg/100g
ss.

]
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Figura 4.4 Contenido de acido fitico en muestras de arroz con diferentes tratamientos
Fuente: Cueva y Gavilanez (2022)
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El contenido de acido fitico disminuyd significativamente independientemente del
tratamiento. Curiosamente, el contenido mas bajo de &cido fitico se obtuvo en el
tratamiento de plasma con nitrdgeno del germinado a 72 horas, este efecto coincide con
otras investigaciones en la que el acido fitico se ve afectado por el tiempo de
germinacion (Caceres et al., 2014).

Segun El-Adawy et al., (2003) menciona que el efecto de la germinacion influye a una
mayor actividad de la fitasa enddgena que libera fosforo y fosfatos mas bajos v,
adicionalmente a la lixiviacion del acido fitico y su posterior lixiviacién al agua
ocasionando que se disminuya el contenido de acido fitico. El nivel de acido fitico
disminuye por el tratamiento de plasma frio del arroz integral antes de la germinacion Li
et al.,, (2022). Es importante reducir el contenido de acido fitico debido a que es
considerado un anti nutriente que afecta negativamente la absorcién de minerales en el
cuerpo. La disminucién del contenido de acido fitico en arroz integral germinado podria
explicarse por la mejora de la actividad fitasa durante los procesos de germinacion
(Towo et al., 2006). Por lo tanto, se demostré que el contenido de acido fitico se reduce
por la aplicacién de plasma frio por la actividad de fitasa estimulante en el arroz integral
germinado.



CAPITULO 5
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

El estudio evaluo el efecto de la aplicacion de plasma frio como pretratamiento de la
germinacion en compuestos fendlicos total (TPC), capacidad antioxidante (ORAC), y-
oryzanol y acido fitico. Los resultados indican un incremento significativo en TPC, y-
oryzanol y ORAC. Por otro lado, se evidencia una disminucion en el contenido &cido
fitico al aplicar plasma antes del proceso de germinacién utilizando nitrégeno como gas,
lo cual es favorable por su actividad quelante y asi poder degradar el acido fitico. Asi
también con esto se concluye que efectivamente la germinacion activa procesos
metabdlicos complejos que ocasionan profundos cambios en composicién del arroz
integral y que la aplicacion de plasma frio es un proceso sostenible y rentable para
mejorar la calidad nutricional del arroz.

Se concluye que en los compuestos fenoles totales hay tratamientos en los cuales las
diferencias estadisticas no varian entre cada uno. Sin embargo, el que marcé diferencia
fue el tratamiento con aire después de la germinacion por 72 horas u Oxygen Plasma
After (OPA), que tuvo un contenido de fenoles totales significativo en relacion con los
demas.

Para la capacidad antioxidante se concluyé que no existe diferencias estadisticas entre
ellos, pero si en el tratamiento de plasma con nitrégeno después de la germinacién de
72 h o Nitrogen Plasma Before (NPB) ya que tuvo mayor significancia en el analisis. Por
esta razén, los granos germinados poseen una excelente fuente de antioxidantes.

Se concluyé que para el y-oryzanol no se obtuvo mayores diferencias estadisticas entre
ellos ya que aumentaron y disminuyeron en todo el proceso, aunque hubo dos que
destacaron entre los demas los cuales fueron el tratamiento con aire después de la
germinacion por 24 y 72 horas u Oxygen Plasma After (OPA), teniendo mayor
significancia en el analisis. Por otro lado, la variacién del proceso podria ocurrir por
factores externos como el tiempo, temperatura y energia.

Es importante que se tenga un bajo contenido en acido fitico ya que se lo considera un
anti nutriente para el cuerpo humano. Por ende, se llegé a la conclusién que se necesitd
un germinado de 72 horas para que este disminuya significativamente. El tratamiento
con nitrégeno después de la germinacion u Nitrogen Plasma Before (NPB) fue el que
logré cumplir con lo que se buscaba en esta investigacion.

En general, si se tuviera que estandarizar el proceso, el mejor tratamiento a usar seria
el de aplicacion de plasma con nitrégeno antes de la germinacion de 72 horas, debido
a lo que se busca es disminuir el contenido de acido fitico y asi también incrementa el
contenido de y-oryzanol, fenoles y antioxidantes.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda continuar con investigaciones para otra variedad de arroz,
principalmente las que son mas consumidas, con la finalidad de poder mostrar a la
poblacion una alternativa mas para que contribuya a la nutricion y asi también esta idea
sea aprovechada por la industria de los alimentos como estrategia de negocio ya que la
germinacion y la aplicacion de plasma son procesos rentables.
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