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Resumen

Se estudio la respuesta durante la poscosecha del metabolismo secundario de plantas
de tomillo (Thymus vulgaris L.) a dos dosis de radiacion UV-B: 0.05 y 0.075 W.h.m?,
aplicadas a los tallos, hojas y flores provenientes de 1000 plantas, producidas en el
invernadero de fisiologia del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de
Colombia. Las muestras fueron divididas en un disefio Factorial 2%, con dos dosis de
radiacion UV-B: 0.05 y 0.075 W.h.m?, dos matrices de extraccion, dos puntos de
muestreo a los 75 dias (punto de corte) y 92 dias (plena floracién) de acuerdo a la escala

bbch y dos tiempos de adaptacién.

Para la extraccion se empled el método soxhlet con recuperacion de solvente (método
Randall), el cual permite la extraccion de &cidos grasos saturados e insaturados. Se
determinaron fenoles totales, flavonoides totales, antocianinas totales, calidad de los

extractos empleando el indice de Koettstorfeer y actividad antioxidante.

Los resultados permiten concluir que la aplicacién de radiacion UV-B en una dosis de
0.075 W.h.m?, incrementa el contenido de &cidos grasos saturados e insaturados en las
plantas de tomillo, siendo los fenoles y las antocianinas, los compuestos que mejor
respondieron al tratamiento. Se encontré a su vez que dosis elevadas de radiacion UV-B
pueden generar efectos nocivos en los contenidos de acidos grasos saturados e
insaturados, identificado mediante la reduccion de los compuestos conocidos como

flavonoides.

Palabras clave: Poscosecha, metabolismo secundario elicitor, aromaticas
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Abstract

The outcome was studied during the post-harvest of thyme plants secondary metabolism
(Thymus vulgaris L.) exposed to two doses of radiation UV-B: 0.05 and 0.075 W.h.m™
applied to the stem, leaves and flowers from 1000 plants, which were produced in the
Biology Department’s physiology greenhouse at Universidad Nacional de Colombia. The
samples were divided in a factorial design 2*, with two doses of radiation UV-B: 0.05 and
0.075 W.h.m™, two extraction matrixes, two sample points within 75 days(the cut point)
and 92 days (flowering stage) according to the BBCH scale and two adaptation periods.

The Soxhlet method was used for the extraction with solvent recovery (Randall method),
which allows the removal of saturated and unsaturated fatty acids. Total phenols, total
flavonoids, total anthocyanins were found which demonstrates quality in the extracts
employing saponification number (Koettstorfer number) and antioxidant activity.

It can be concluded from the results that the application of UV-B radiation in one dose of
0.075 W.h.m? increases the content of saturated and unsaturated fatty acids in thyme
plants, with the phenols and anthocyanins being the compounds that best responded to
the treatment. It was also found that elevated doses of UV-B radiation can produce
harmful effects in the contents of saturated and unsaturated fatty acids, identified through

the reduction of the compounds known as flavonoids.

Keywords: Postharvest, secondary metabolism, elicitor, aromatics.
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Definicion del problema

Como consecuencia del cambio climatico, se han originado notorias modificaciones en
los ecosistemas, aumentando la temperatura, modificando la humedad, la precipitacién y
cambiando los porcentajes de radiacion que reciben las plantas. Es de vital importancia
identificar como las posibles variaciones en el espectro electromagnético pueden
intervenir de forma positiva 0 negativa en las especies vegetales y de qué manera
podemos emplear estos cambios de forma positiva con el fin de aumentar los contenidos
fitoquimicos especificamente fenoles, flavonoides y fitoalexinas (Schreiner y Huyskens,
2006). Estos compuestos derivados del metabolismo secundario, son reconocidos y
apetecidos por el sector industrial por su capacidad antioxidante, teniendo gran
aplicaciéon en el enriqguecimiento de alimentos, multifuncionalidad de farmacos y
cosmeéticos, orientados a mejorar la salud humana y reducir los dafios producidos en el
organismo por las diferentes especies reactivas de oxigeno y derivadas del proceso de
oxidacion que disminuyen la calidad y expectativa de vida de las poblaciones. En este
caso se evalu6 la tecnologia de radiacion UV-B durante la poscosecha en plantas
aromaticas. El proceso fundamental de la tecnologia es regido por el principio de
elicitacion, el cual consiste en la activacién inducida o mejorada de la sintesis de
metabolitos secundarios en las plantas para garantizar su supervivencia, la persistencia y
la competitividad (Namdeo, 2007, citado por Pérez, 2010).

Por tal motivo se desea trabajar con un material vegetal innovador y con potencial de
exportacion. Durante la revisién se identificd que las plantas arométicas Menta (Mentha
piperita-spicata L.), Romero (Rosmarinus officinalis L.) y Tomillo (Thymus vulgaris L.), en
su orden, son consideradas las especies con mayor demanda por parte de los mercados
de EE.UU y Europa (Biocomercio sostenible, 2003; CCB, 2010; Barrientos et al., 2010,
2012). Después de identificar las especies de importancia en el mercado, se realiz6 una
revision en la cual se encontraron estudios con elicitores fisicos como la radiacion UV-B
en Menta (Karousou et al., 1998; Dolzhenko et al., 2010) y Romero (Luis et al., 2007),
pero no se encontré durante esta revisién, datos referentes a tratamientos con UVB
durante la poscosecha en tomillo, motivo por el cual esta especie genera mayor interés
investigativo. Se pretende de esta forma aumentar el contenido de flavonoides en plantas
de tomillo en porcentajes que oscilen de 10-35% de acuerdo a estudios previos en otras
especies (Karousou et al., 1998; Luis et al., 2007; Qaderi et al., 2007; Dolzhenko et al.,
2010), con el fin de generar valor agregado en la cadena productiva y aumentar la
rentabilidad de los proyectos de inversion en los cultivos de estas plantas aromaticas. En
el presente estudio nos enfocamos en la radiacién UVB, por:

1. De la banda del espectro electromagnético la radiacion UVB tendra mayor
incidencia en la tierra producto de la reduccion de ozono estratosférico.

2. La radiacion UVB tienen un rango de inhibicion fotobiolégica menor que la
radiacion UVC, por tal motivo no involucra aspectos fisiol6gicos adicionales
durante el proceso de elicitacion.

3. Son necesarios mas estudios que permitan generar confiabilidad de la tecnologia
por parte de los entes industriales.

4. No se han definido las variables para el funcionamiento 6ptimo de la tecnologia
(dosis de aplicacion y tiempos de adaptacion).
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Introduccidén

El clima en la tierra ha cambiado naturalmente a lo largo de su historia (PNUMA, 2005; Le
Roux, 2012). Estas variaciones permiten mantener el equilibrio existente entre la energia
solar entrante y la energia reflejada por la tierra hacia el espacio (Wang y Schimel, 2003).
La emisién de gases contaminantes producto de los procesos de industrializacion y otras
actividades antrépicas, tienen como consecuencias la pérdida de este equilibrio, la
degradacién de los ecosistemas, reduccibn en la concentracibn de ozono (Os),
incremento en la produccion de lluvias acidas y expansion de la salinizacion de suelos
entre otros (Miranda et al., 2011). EI cambio climatico, ha tenido un impacto directo en la
distribucion y conservacién de la biodiversidad (Bogota et al.,, 2011), una de las
principales consecuencias del aumento de la temperatura, se ha asociado con el
desplazando de la frontera agricola y pecuaria a mayores altitudes y latitudes en
respuesta a los cambios de las condiciones ambientales a las que estaban adaptadas
(Hampe y Jump, 2011).

En condiciones naturales todas las plantas estan sometidas a radiacién solar (Heideg y
Vass, 1996), la radiacién que llega a la tierra, abarca una amplia gama del espectro
electromagnético, aproximadamente el 40% de ella, es conocida como luz solar o
radiacion visible. Esta comprende longitudes de onda que van de 400-700 nm, rango que
abarca los colores violeta, azul, verde, amarillo, naranja y rojo. Las plantas usan este
rango del espectro en el proceso de fotosintesis y es conocida como radiacion
fotosintéticamente activa 6 PAR (photosynthetic active radiation) (Carrasco, 2009). Otro
rango del espectro electromagnético, se encuentra definido por longitudes de onda que
van de 280-1000 nm y recibe el nombre de rango fotobiol6gico, ya que comprende
longitudes de ondas mas alla de la radiacion PAR, pero son de importancia en otros
procesos como el control de foto-receptores especificos, por ejemplo; los fitocromos
(Jacovides et al., 2009). La radiacion UV forma parte de la region no ionizante del
espectro electromagnético, y representa entre 8-9% del total de la radiacién solar,
adicionalmente puede ser clasificada en tres rangos de acuerdo a la longitud de onda;
UV-C (200-280nm), UV-B (280-320) y UV-A (320-400nm). La UV-C es altamente
peligrosa para la salud humana pero es completamente absorbida por el ozono
estratosférico, adicionalmente representa un bajo porcentaje con respecto al total de la
radiacion solar. La UV-B representa el 1,5 % del total de la radiacion solar pero puede
inducir multiples dafios en los organismos fotosintéticos. Por ultimo la UV-A representa el
6,3% de la radiacion solar y es la menos nociva para la salud humana y las plantas
(Hollésy, 2002).

Es de esperar que la distribucion en la longitud de onda que llega a la superficie de la
tierra, se vea afectada en las proximas décadas (PNUMA, 2005; Miranda et al., 2011; Le
Roux, 2012), producto de las diferentes variaciones en la estratosfera, especificamente
en la distribucién y concentracion del ozono, generado por las emisiones contaminantes
desde la biosfera (Barber y Anderson, 1992; Hollésy, 2002; Jacovides et al., 2009;
Carrasco, 2009; Klem et al.,, 2012). De esta forma las longitudes de onda contenidas
entre 290-315 nm llegardn mas facilmente a la biosfera. Se ha estimado que una
reduccion en 1% de la capa de ozono representa un aumento de 1,3-1,8% en la radiacion
UV-B incidente en la biosfera (Hollésy, 2002).
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Las plantas son incapaces de evitar la exposicién a niveles elevados de radiacién UV-B,
por tanto los mecanismos de defensa hacia la radiacion son de particular interés. En los
ultimos afios, los estudios cientificos se han preocupado por analizar este fenébmeno en
varias plantas silvestres con un alto valor medicinal y potencial como las aromaticas.
Algunas investigaciones permiten contextualizar el impacto de la exposicion a la radiacion
en la calidad y cantidad de compuestos secundarios como alcaloides, glucosidos,
flavonoides, taninos y resinas, los cuales contribuyen sustancialmente en el perfil quimico
de compuestos voléatiles en diversas plantas (Dolzhenko et al., 2010). El estrés causado
por la radiacion UV-B, puede causar cambios morfologicos, alterar la composicién de los
pigmentos fotosintéticos y metabolitos secundarios, influir en los mecanismos de
adaptacion y generar interrupcion o inhibicién en la fotosintesis (Reifenrath y Miller,
2007). La radiacién UV-B, reduce la produccién de oxigeno, induciendo la produccién de
radicales libres en las membranas tilacoidales, principalmente iones hidroxilo vy
compuestos metil-carboxilados. La ausencia de oxigeno indica un deterioro en la
actividad de transporte de electrones en el fotosistema Il (PS 1I) (Andreasson y
Wangberg, 2006). La radiacion UV-B genera mayores dafios en las plantas que la
fotoinhibicion por exceso de PAR, tanto por el sitio en el cual se causan los dafios
(transporte de electrones), como por el patrén de fragmentacién de la proteina D1
(Andreasson y Wangberg, 2006). Sin embargo aun no es claro el dafio que ejerce la
radiacion UV-B en el PS Il (Klem et al., 2012). Especialmente en el estudio de la fuerte
absorcion de radiacién UV-B por parte de los aceptores de quinona y tirosinas activos en
el PSII.

Existen indicios de que la radiaciéon UV-B causa estrés oxidativo, por acumulacion de
radicales libres, tales como super oxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GP) e
isoformas de la peroxidasa. De forma Homologa este estrés posiblemente oxidativo
genera un aumento en la biosintesis de flavonoides como respuesta destinada a la
reduccion de la penetracion de los rayos UV-B, estos también pueden disminuir el dafio a
través de su capacidad para eliminar los radicales libres (Rodrigues et al., 2006). Este
riesgo de aumento en la radiacion UV-B sobre la superficie terrestre se ha relacionado
con la disminucién en los niveles de ozono estratosférico, como consecuencia de la
contaminacion con diferentes agentes como NOx (Oxidos de nitrogeno), SOx (Oxidos de
azufre), CH, (Metano) y clorofluorocarbonados (CFC) ocasionado por el hombre. Este
tipo de compuestos degrada las proteinas, el ADN, los lipidos y las membranas (Hollésy,
2002).

Los metabolitos secundarios como los compuestos fendlicos, que se producen
constitutivamente en las plantas, y que estan presentes en los aceites esenciales, tienen
una funcion especifica en el mecanismo de defensa, al poseer potencial antioxidante. Se
ha empleado exitosamente la radiacion UV-B como promotor de metabolitos secundarios
en plantas aromaticas, identificando un efecto positivo en la obtencion de subproductos
agricolas, medidos en la produccion de aceites esenciales en plantas tratadas,
encontrando hasta un 35% de aumento en comparacion con plantas control (Karousou et
al., 1998; Qaderi et al., 2007; Dolzhenko et al., 2010).Una de las lineas tecnoldgicas
innovadoras en poscosecha, esta relacionada con el tratamiento de plantas de interés
comercial con elicitores como lo es la radiacion ultravioleta B (Heideg y Vass, 1996;
Schreiner y Huyskens, 2006, Pérez et al., 2009; 2010).
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Se entiende por elicitor aquellas sustancias o estimulos desencadenantes que son
empleados en pequefias concentraciones en células vivas para producir mejoras en la
biosintesis de compuestos especificos, de esta forma se pueden clasificar de acuerdo a
su naturaleza como; elicitores abiéticos (sustancias o estimulos de origen no biolégico
como sales inorganicas, iones de cobre, cadmio y calcio) y elicitores bibticos (sustancias
0 estimulos de origen bioldégico como los polisacaridos, pectina y celulosa, quitina,
glucanos, glicoproteinas y microorganismos), también pueden ser ordenados de acuerdo
a su origen en exdégenos (Sustancias o estimulos originados fuera de la célula como
polisacaridos, poliaminas y acidos grasos) y endodgenos (sustancias que se originan en el
interior de la célula como los hepta-glucosidos) (Namdeo, 2007).

La radiacion UV-B puede ser clasificada como un elicitor abidtico-exégeno (Namdeo,
2007) o fisico (Schreiner y Huyskens, 2006; Pérez et al., 2010). La aplicaciéon en
Poscosecha de elicitores para mejorar el contenido de sustancias fitoquimicas con
potencial nutracéutico en frutas y verduras frescas ha sido ampliamente estudiado, por
ejemplo; mediante dafio mecanico, variacion en la temperatura, luz ultravioleta entre
otros. Se ha logrado intervenir el metabolismo secundario de frutas y hortalizas de forma
tal, que aumente la sintesis de fitoquimicos, convirtiéndose en una alternativa para la
industria de productos frescos con el fin de mejorar las propiedades benéficas de diversos
materiales vegetales, obtener productos procesados mas saludables y mejorar los
rendimientos durante los procesos de extraccion (Cisneros, 2003). El potencial
nutracéutico, hace referencia a las caracteristicas nutricionales y farmacéuticas que se
presentan en forma de: terpenos y fenoles (asociados al poder antioxidante). Es
importante destacar en los terpenos a los carotenoides y en los fenoles a los flavonoides
(Souza, 1995).

Adicional a las modificaciones quimicas originadas mediante la activacion de diversas
rutas metabdlicas producto de la exposicién a la radiaciéon UVB, los organismos durante
los diferentes procesos de evolucién, han desarrollado mecanismos morfolégicos vy
fisiologicos que les permiten adaptarse a condiciones desfavorables, produciendo
estructuras de defensa como tricomas y engrosamientos de la pared celular, con el fin de
resguardar estructuras principales, implicadas en los procesos metabdlicos que pueden
verse afectadas.

Es de vital importancia identificar los cambios que los organismos vegetales puedan sufrir
producto de las variaciones medioambientales, que permita pronosticar parametros como
rendimiento, produccion y calidad, las cuales seran relevantes para identificar los futuros
escenarios de produccion agricola. Es el caso de las variaciones en la calidad y
distribucion de las ondas del espectro electromagnético que alcanzan la superficie
terrestre, producto de la reduccion en la concentracion de la capa de ozono que pueden
representar una oportunidad de mejora o identificaciébn de futuros problemas en la
produccion.

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el efecto de la radiacién ultravioleta UV-B,
como tecnologia poscosecha, en el cambio del contenido de fitoquimicos, actividad
antioxidante y en la calidad de subproductos como los extractos etanolicos de Thymus
vulgaris L. Con el fin de obtener mayor valor agregado en la cadena productiva.
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1. Estado del arte
1.1. Origen y botanica del tomillo

El tomillo es originario del sur de Europa y el norte de Africa, las plantas presentan un
porte arbustivo con ciclo de vida perenne, tiende a ser muy tupida, con altura promedio
30-50 cm (Figura 1.A). Los tallos presentan una tonalidad gris y son de aspecto lefioso,
las hojas son lanceoladas y ovadas, pecioladas, con el contorno girado hacia dentro y
con el envés recubierto de vellosidad blanquecina. En las extremidades de los tallos se
forman inflorescencias de 3 a 6 flores en espiga (Figura 1.B), se presentan en racimos
terminales que habitualmente son de color violeta o purpura aunque también pueden ser
blancas. Estas flores, con la corola del labio superior escotada y el inferior dividido en
tres I6bulos pueden adquirir color blanco o rosa mientras que el caliz es tubular y rojizo y
aterciopelado, todas, o casi todas las especies del género, tienen tallo cuadrado, hojas
opuestas-acopladas, flores casi irregulares, la corola se encuentra ubicada a un costado,
las flores tiene una forma similar a una boca abierta en la que los pétalos tienen forma de
labios separados, el labio superior, por lo comun bilobulado, y algo mas corto que el
inferior, y el inferior es trilobulado (Shu, 1994).

El fruto se compone de 4 nuececillas, que se ven en el fondo del céliz, de color verde y
diminuto cuando la planta se encuentra en plena floracién, de color oscuro, y endurecidos
cuando llegan a la madurez, en las hojas, el caliz, y ain en la corola, por lo regular, se
observan diminutos puntos translucidos, de color dureo o palido, que corresponden a
glandulas redondeadas con alto contenido de aceites. Las hojas son muy pequefias (6
mm de longitud), segln la variedad pueden ser verdes, verdes grisaceas, amarillas, o
jaspeadas, las hojas emiten un olor intenso y tipico, que se incrementa con el roce
(Figura 1. C) (Tropicos.org, 2013).

Figura 1. A- Planta de tomillo desarrollada en tierra negra para ensayos, con porte erecto
tipico de la especie (imagen propia). B- Floracién de las plantas de tomillo empleadas en
el estudio (imagen propia). C- Estructuras reproductivas de la especie (adaptada de
Tropicos.org).

Esta especie esta adaptada a periodos de lluvia e intensa sequia de forma alterna,
caracteristicas principales de la progresiva degradacién de los bosques naturales, lo que
ha permitido clasificar a la especie como una planta colonizadora y de amplia expansion.
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1.2. Clasificacion taxondmica

Las plantas de tomillo, pertenecen a la familia Lamiaceae (Lee et al., 2005), al género
Thymus, este género esta dividido en ocho secciones que comprenden alrededor de 215
especies particularmente frecuentes en la zona mediterranea. Esta especie también es
conocida con el nombre comun de tomillo espafiol. En condiciones subtropicales tiene
su periodo de floracién entre marzo y julio. Se encuentra normalmente desde el nivel del
mar hasta 2000 msnm nivel (Hazzit et al., 2009), la clasificacion completa se presenta en
la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacién taxon6mica de las plantas de tomillo.

Taxonémica® Clasificacion
Clase Equisetopsida (C. Agardh).
Subclase Magnoliidae (Novak ex Takht).
Super-orden Asteranae (Takht).
Orden Lamiales (Bromhead).
Familia Lamiaceae (Martinov).
Genero Thymus L.
Especie Thymus vulgaris L.
(1) Adaptado de: Missouri Botanical Garden, disponible en:

http://www.tropicos.org/Name/100268159

1.3. Variedades comerciales

Existen selecciones varietales de la especie, a las cuales se les asigna el nombre de la
region o pais de origen, de tal forma que es comdn encontrar variedades; Israeli, Winter
Aleman, Italiana, Inglesa entre otras. En Colombia las variedades mas empleadas para el
cultivo son Winter Aleman e Israeli (CCB, 2010), estas se diferencian por su porte y el
color de la flor, en la primera la flor es violeta-morada y en la segunda tienden a un color
crema-blanco.

En cuanto a este parametro, es importante definir el quimiotipo de la planta, el término
guimiotipo alude a la variacion en la composicion del aceite esencial, incluso de forma
intraespecifica. Un quimiotipo es una entidad quimicamente distinta, que se diferencia en
los metabolitos secundarios. Existen pequefias variaciones (ambientales, geograficas,
genéticas, etc.) que producen poco o ningun efecto a nivel morfolégico que sin embargo
producen grandes cambios a nivel de fenotipo quimico, con el fin de establecer el
quimiotipo. Para el material de estudio se realizd una revision en la cual se han reportado
6 quimiotipos basicos para Thymus vulgaris L. de acuerdo a su grupo quimico dominante,
a saber; timol, carvacrol, linalool, geraniol, 4-tuyanol y terpineol (Jaafari et al.,
2007).Cuando esto ocurre, se nombra la planta con el nombre de la especie seguido del
componente mas caracteristico del quimiotipo, por ejemplo, Thymus vulgaris Linalool o
Thymus vulgaris timol, el material de trabajo es quimiotipo Timol y se garantiza la
homogeneidad del mismo mediante reproduccion asexual por esquejes.
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1.4. Usos

Estas plantas son consideradas como hierbas aromaticas y se utilizan principalmente
para proporcionar un distintivo aroma y sabor a los alimentos. Las hojas se pueden
utilizar tanto en fresco como en seco para uso como especia. Los aceites esenciales
extraidos de las hojas y las flores pueden ser utilizados como aditivos de aroma en los
alimentos, productos farmacéuticos y cosméticos (Joo et al., 2005).

En cuanto a los usos culinarios, el tomillo, es una de las arométicas mas utilizadas como
condimento, probablemente debido a sus propiedades digestivas, es recomendable por
su intenso y fuerte aroma emplearlo en pequefias dosis. Los usos medicinales van desde
curar afecciones de vias respiratorias, tos ferina y tos persistente hasta afecciones
gastrointestinales, a sus aceites esenciales se le atribuyen propiedades cicatrizantes,
desinfectantes, expectorantes, broncodilatadores, digestivas y antirreumaticas. Entre
tanto el timol, uno de los componentes quimicos principales del tomillo, es un potente
antiséptico, empleado en la elaboracibn de cremas dentales y enjuagues bucales,
adicionalmente se le atribuye excelente capacidad antioxidante (Selmi y Sadok, 2008).

1.5. Importancia econdémica del cultivo

Colombia incursiona en el mercado de las aromaticas, produciendo 7.235 toneladas en
las 1.893 hectareas sembradas en todo el territorio nacional, de las cuales exporta
anualmente cerca de 1.200 toneladas por un valor de US$2,6 millones, siendo Estados
Unidos, Canada y la Unién Europea los principales destinos (Giraldo y Gémez, 2012).
Las especies aromaticas mas producidas son albahaca, cebollin, eneldo, laurel,
mejorana, menta, orégano, romero, tomillo, cilantro, salvia y cardamomo en diferentes
zonas del pais, en donde se destacan los departamentos de Antioquia, Boyaca,
Cundinamarca, Valle del Cauca y Eje Cafetero. Las variedades que mas se venden al
extranjero son albahaca, hierbabuena, tomillo y romero (CCB, 2010).

Estas plantas presentan multiples opciones de comercializacién no solo para dar sabor a
las comidas 0 uso culinario, sino también se les reconoce por sus poderes medicinales,
de alli que sean demandadas por la industria farmacéutica y cosmética. En ese sentido,
es evidente la necesidad de aumentar el area cultivada. Para ello, el Ministerio de
agricultura a través del “plan cadena productiva de plantas aromaticas, condimentarias,
medicinales y afines®, ha desarrollado proyectos de investigacion de cara a aumentar el
namero de hectareas sembradas en el pais, y poner en practica sistemas de cultivo con
estandares de calidad, con el fin de acceder a los mercados internacionales.

De esta forma surge la posibilidad de implementar nuevos tratamientos poscosecha
amigables con la naturaleza, que a su vez permitan aumentar el contenido de metabolitos
secundarios, principales componentes de los aceites esenciales. Qaderi et al (2007) y
Karousou et al (1998), después de aplicar varios tratamientos con radiacion UV-B,
obtuvieron incrementos del 35% en el contenido flavonoides en plantas de Menta
(Mentha spicata L.), por tanto es de esperar que mediante su implementacion en el
sistema productivo nacional aumente el valor agregado de los subproductos y por
consiguiente genere nuevas alternativas en la cadena de valor.


http://www.larepublica.com.co/node/7857

Evaluacién del efecto de la aplicacion de radiacion UV-B durante la
poscosecha en la calidad de los extractos de tomillo (Thymus vulgaris L.)

1.6. Extractos y aceites esenciales de tomillo

Los aceites esenciales son compuestos volatiles, liquidos a temperatura ambiente, recién
destilados son incoloros o ligeramente amarillos. Su densidad es inferior a la del agua (la
esencia de sasafrds o de clavo constituyen excepciones). Casi siempre dotados de
poder rotatorio, tienen un indice de refraccion elevado, son solubles en alcoholes y en
disolventes organicos habituales, como éter o cloroformo, y alcohol de alta gradacion,
son liposolubles y muy poco solubles en agua, pero son arrastrables por el vapor de
agua, El contenido total en aceites esenciales de una planta es en general bajo (inferior
al 1%) pero mediante extraccién se obtiene en una forma muy concentrada que se
emplea en los diversos usos industriales. La mayoria de ellos, son mezclas muy
complejas de sustancias quimicas. La proporcidén de estas sustancias varia de un aceite
a otro, y también durante las estaciones, a lo largo del dia, bajo las condiciones de cultivo
y genéticamente. Son compuestos producidos por el metabolismo secundario de las
plantas, los cuales se almacenan en diferentes 6rganos de la planta; como las raices,
rizomas, tallos, hojas, frutos, flores, y canales secretores, estan formados por una o
varias sustancias de origen organico, atribuyendo a estas el olor caracteristico de las
plantas gracias a su caracter volatil, son normalmente liquidos a temperatura ambiente y
su composicion varia acorde al lugar de origen, etapa de recoleccion y condiciones
ambientales de desarrollo, usualmente, los climas calidos estan asociados a un mayor
contenido de aceites esenciales (UPM, 2013)

Estas sustancias se pueden clasificar, de acuerdo a diferentes parametros, como lo son;
la consistencia, el origen y la naturaleza quimica de los componentes mayoritarios, de
esta forma los aceites esenciales se pueden clasificar de acuerdo a su consistencia en:
balsamos, resinas y esencias. Los balsamos se caracterizan por poseer altos contenidos
de &cido cinamico y benzoico y sus respectivos ésteres, su consistencia es espesa, son
poco volatiles y generalmente estan implicados en procesos de polimerizacion, entre
tanto, las resinas corresponden a una serie de mezclas amorfas de consistencia solida o
semisolida, en esta categoria también se puede encontrar a las oleorresinas, las cuales
son derivadas de las resinas, usualmente son mezclas homogéneas de resinas con
aceites esenciales. El termino oleorresina se asigna a los extractos vegetales que se
obtienen mediante la extraccion con solventes y las esencias son de consistencia fluida o
liquida los cuales son volatiles a temperaturas ambiente (UPM, 2013).

Los aceites son en su gran mayoria provenientes de las hojas frescas y jovenes de la
planta, alcanzando rendimientos entre 0,8-2,5%. La composicién quimica del aceite
esencial del tomillo esta caracterizada por la presencia de 1,8-cineol (Jordan et al., 2006;
Santana et al., 2012), sin embargo las especies de este género se caracterizan por tener
facil hibridacién especialmente en los géneros con proximidad geografica, lo cual
conduce a un aumento de la variabilidad intraespecifica, que afecta la homogeneidad de
rendimiento de extraccion del aceite y su composicién quimica. Las poblaciones
naturales son generalmente heterogéneas y la composicion quimica de las mismas es
diferente, produciendo diversidad de quimiotipos, en los cuales es comun encontrar timol,
carvacrol, p-cimeno, gamma-terpineno, linalol, alfa-terpinol, anetol y borneol
(Echeverrigaray et al., 2001). Los beneficios relacionados con el uso del aceite esencial
van desde su alto potencial antioxidante aplicable en la industria de alimentos,
farmacéutica y cosmética como en su actividad antifungica, plaguicida y bactericida
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demostrada por varios investigadores (Cariigeral y Vanaclocha, 2000; Esquivel y Vargas,
2007; Castafieda et al., 2007; Verdeguer, 2011).

Quimicamente un aceite esencial es aquel que se obtiene mediante el método de
extraccion conocido como arrastre con vapor. Factores como el tipo de solvente, tamafio
de las particulas, estado fenolégico (Arraiza et al., 2000), manejo agronémico, entre
otros, pueden afectar o beneficiar el desarrollo de ciertos compuestos en el perfil quimico
de los extractos. De esta forma se han realizado estudios con el fin de determinar la
composicion quimica de los extractos de tomillo, encontrando en la actualidad 8
guimiotipos, caracterizados por la mayor expresién de una de las sustancias en el perfil.

Un quimiotipo, corresponde a una clasificacion quimica, biolégica y botanica que designa
la molécula que tiene mayor presencia en un aceite esencial, en el caso del tomillo hace
referencia a un grupo de individuos que se distingue en forma significativa del resto por
su composicion quimica. En Colombia, Francia y Espafia se han identificado los
siguientes (Figura 2); Thymus vulgaris Quimiotipo timol, Thymus vulgaris Quimiotipo
Carvacrol, Thymus vulgaris Quimiotipo geraniol, Thymus vulgaris Quimiotipo linalol,
Thymus vulgaris Quimiotipo a-terpineol, Thymus vulgaris Quimiotipo trans-4-tuyanol,
Thymus vulgaris Quimiotipo cis-8-mircenol y Thymus vulgaris Quimiotipo cineol (Figura 2)
(Canigeral y Vanaclocha, 2000; Flores, 2010).

Figura 2. Diferentes quimiotipos encontrados para los aceites y extractos de tomillo.
Tomado de Caniigeral y Vanaclocha, 2000.
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En cuanto a la caracterizacién quimica de los extractos se ha identificado un alto nimero
de polifenoles, especialmente flavonoides, en los aceites esenciales de tomillo el
contenido de fenoles monoterpenicos (terpenos con 10 atomos de carbono) puede variar
entre 65-70%, algunos sesquiterpenos (terpenos con 15 atomos de carbono), taninos y
triterpenos (Cafigeral y Vanaclocha, 2000). Sin embargo, la composicion es altamente
variable entre especies del mismo género y plantas de la misma especie propagadas en
locaciones diferentes, siendo determinantes condiciones climaticas y edaficas, por
ejemplo en el caso del aceite esencial de Thymus camphoratus, no se encontrd
presencia de fenoles timol y carvacrol (Velasco y Pérez, 1987).

Los monoterpenos y en general todos los compuestos terpenoides naturales se
biosintetizan por la ruta de la acetilcoenzima a través de un intermedio comun que es el
acido mevaldnico (Figura 3. A., 3. B. y 4). Sin embargo recientemente se ha propuesto
gue algunos terpenoides no se originan por esta ruta, sino por una ruta alterna que puede
involucrar piruvato, gliceraldehido-3-fosfato y un intermedio de 5 atomos de carbono: 1-
desoxi-xilulosa-5-fosfato (Martinez, 2003).

Figura 3. A. Proceso de biosintesis del acidomevalonico.3. B. Origen de IPP y DMAPP.
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* Figura 3. A. Inicialmente se condensan dos moléculas de acetilCoA, con la participacion hipotética de una
3-cetotiolasa y una enzima condensante. Enseguida esta unidad es atacada por otra unidad de acetilCoA
que ha perdido un H-a. La hidrdlisis de una de las dos funciones tioéster da lugar a la R-hidroxi-R3-
metilglutarilcoenzima-A. Una segunda hidrolisis del otro grupo tioéster seguida de dos reducciones sucesivas
con una reductasa NADPH-dependiente se llega al acido meval6nico. El &cido mevalénico es el precursor de
las dos unidades basicas que dan origen a los terpenoides: Isopentenilpirofosfato (IPP) y gama,gama-
dimetilalilpirofosfato (DMAPP) Tomado de: Martinez, 2003.

** Figura 3. B. Inicialmente, una molécula de acido mevalonico es pirofosfatada por dos unidades de ATP
para originar mevalonil-pirofosfato. Enseguida la molécula sufre un proceso concertado de descarbonatacion
con la participaciéon de otra molécula de ATP. De esta manera se origina una molécula de
Isopentenilpirofosfato (IPP). La simple isomerizacion del enlace doble del IPP da origen a la unidad de
DMAPP Tomado de: Martinez, 2003.
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Es importante conocer la ruta metabdlica del Geranilpirofosfato, pues esta sustancia es el
precursor inmediato de todos los monoterpenos naturales, tal como se ilustra en la figura
4 por parte de Martinez (2003).

Figura 4. Formacién biogenética de los terpenoides a partir de PP y DMAPP.
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* Proceso de condensacion de dos moléculas de 5 atomos de carbono (IPP y DMAPP) para dar origen a una
molécula de 10 atomos de carbono: Geranilpirofosfato. La condensacién de este compuesto con una nueva
unidad IPP da origen al farnesilpirofosfato, el cual es el precursor de todos los sesquiterpenos naturales.
Tomado de: Martinez, 2003

En el anexo A se presenta el resumen de la revision de 388 compuestos identificados en
los extractos de tomillo en los estudios de Venskutonis (1997); Bhaskara et a (1998);
Guillén y Manzanos (1998); Hudaib et al (2002); Joo et al (2005); Jordan et al (2006);
Vurro et al (2009) y De Lisi et al (2011).
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1.7. Metabolismo secundario

El metabolismo, hace referencia al conjunto de reacciones quimicas que realizan las
células de los seres vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas
simples, o para degradar las complejas y obtener las simples (Avalos y Pérez, 2009). Las
plantas, organismos autotrofos, poseen metabolismo primario y metabolismo secundario.

Estos procesos metabdlicos conducen a la formacion de diferentes compuestos, tales
como: azucares simples, aminoacidos, nucledtidos, acidos grasos y polimeros derivados
de ellos, polisacéaridos, proteinas, acidos nucleicos vy lipidos, entre otros, los cuales son
considerados esenciales en el ciclo de vida de la planta (Ruiz, 2008), son denominados
metabolismo primario y los compuestos formados se designan como metabolitos
primarios (Azcon-Bieto y Talon, 2000). Ademas de estos procesos, las plantas
desarrollan otras rutas que conducen a la formacién de compuestos usualmente inter e
intraespecificos, que forman parte del metabolismo secundario, a los que se les conoce
como metabolitos secundarios (Taiz y Zeiger, 2002). Los metabolitos secundarios son
sintetizados durante fases especificas del desarrollo de la planta, especialmente en
momentos de estrés, por ejemplo, deficiencia de nutrientes, factores ambientales, ataque
de microorganismos o insectos, entre otros (Azcon-Bieto y Talén, 2000; Taiz y Zeiger,
2002; Ruiz, 2008). Estos desempefian funciones ecolbgicas y se caracterizan por sus
diferentes usos y aplicaciones, como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o
colorantes, entre otros. Reciben también la denominacién de productos naturales
(Pichersky y Lewinsohn, 2011).

Estos estimulos en la planta desencadenan diferentes rutas metabdlicas, las cuales se
caracterizan por la produccion de sustancias de respuesta o de defensa. Son conocidas
3 rutas de interés en la produccién de metabolitos secundarios especialmente las
relacionadas con la acetilcoenzima (a4cido meval6nico-ruta de la condensacién
isoprénica), acido shikimico y acetato-malonato (ruta de los policétidos) (Castro et al.,
2013). Como se mencion6 anteriormente pueden existir otras rutas alternas que
involucran piruvato, gliceraldehido-3-fosfato y un intermedio de 5 atomos de carbono: 1-
desoxi-xilulosa-5-fosfato (Martinez, 2003), en la tabla 2 se presentan las rutas
biosinteticas para algunos metabolitos secundarios presentes en los extractos y aceites
esenciales de las plantas, como es el caso de los compuestos fendlicos, isoprenoides y
alcaloides adaptada de Castro et al (2013).

Tabla 2. Ruta de biosintesis para algunos compuestos fendlicos e isoprenoides
presentes en extractos y aceites esenciales de plantas.

Tipo de compuesto Ruta de biosintesis
Acidos fendlicos Acido shikimico
Cumarinas y lignanos | Acido shikimico
Fendlicos Flavonoides Acido shikimico y acetato-malonato
Taninos Acido shikimico y acetato-malonato
Antraquinonas Acetato-malonato
: Esteroides Acido meval6nico
Isoprenoides — —
Terpenos Acido mevaldnico
Alcaloides Acido shikimico y acido mevalonico
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Estos compuestos se distribuyen diferencialmente entre grupos taxonémicos, presentan
propiedades bioldgicas, muchos desempefian funciones ecolégicas y se caracterizan por
sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas,
perfumes o colorantes, entre otros (Pichersky y Lewinsohn, 2011).

Los metabolitos secundarios que forman parte de los aceites esenciales también pueden
ser clasificados en dos grandes grupos terpenoides y no terpenoides. Los terpenoides,
son los més importantes en cuanto a propiedades y usos comerciales, los terpenos
derivan, de unidades de isopreno, aunque también son comunes los sesquiterpenos y
los diterpenos, estos se pueden clasificar en alifaticos y en ciclicos o aromaticos.

Por su parte los no terpenoides se caracterizan por ser sustancias alifaticas de cadena
corta, sustancias arométicas, sustancias con azufre y sustancias nitrogenadas. No son
tan importantes como los terpenoides en cuanto a sus usos Yy aplicaciones. Los
metabolitos secundarios también pueden ser clasificados de acuerdo a los grupos
funcionales que se puedan identificar en ellos; de esta forma podemos encontrar
compuestos que pertenecen a los siguientes grupos; alcoholes (fenoles), aldehidos,
ésteres, cetonas, éteres e hidrocarburos. Para el caso especifico de nuestro estudio, se
realizé un filtro a la revision presentada en el anexo A, de los compuestos mas probables
y su clasificacién en extractos y aceites esenciales de tomillo (tabla 3):

Tabla 3. Compuestos con mayor posibilidad de ocurrencia en los extractos y aceites
esenciales de tomillo

Clasificacion Compuesto

a-Pinene

a-Thujene

Camphene

B-pinene

Sabinene

Monoterpene hydrocarbons a-Terpinene

a-Phellandrene

p-Cymene

y-Terpinene

Terpinolene

Myrcene
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Clasificacion Compuesto

1,8-Cineole

Camphor
Linalool (3,7-Dimethyl-1,6-octadien-3-ol)

Linalyl acetate

Terpinen-4-ol

Oxygenated monoterpenes a-Terpineol

Bornyl acetate

Thymol (2-Isopropyl-5-methylphenol)

Carvacrol (2-Isopropyl-2-methylphenol)

Trans-Sabinene hydrate

Geraniol

0-Cadinene

Sesquiterpene hydrocarbons -
y-Cadinene

Caryophyllene oxide

Spathulenol

Oxygenated sesquiterpenes
a-Humulene

allo-Aromadendrene

Aliphatic esters Geranyl acetate

Se identifica como ruta principal de biosintesis de estos la ruta de la acetilcoenzima
especificamente la ruta del acido mevalénico.

1.7.1. Fenoles

En el contexto del metabolismo, las plantas sintetizan una gran variedad de productos
secundarios, entre ellos se encuentran los fenoles, los cuales se pueden identificar en
cualquier parte de la planta, variando de forma cualitativa y cuantitativa su concentracion,
dependiendo del 6rgano de estudio. Estos compuestos quimicos se caracterizan por
poseer al menos un anillo aromatico sustituido con uno, o varios, grupos hidroxilo (Avalos
y Pérez, 2009). En este grupo se pueden identificar desde moléculas sencillas como los
acidos fendlicos, hasta polimeros complejos como los taninos y la lignina.

Los fenoles se originan basicamente por dos rutas biosinteticas; ruta del acido shikimico
(fenilpropanos y derivados) y la del acetato-malonato (fenoles simples y quinonas). La
combinacion de ambas rutas principales da lugar a la formacion de los flavonoides, que
es el subgrupo de compuestos fendlicos que presenta la mayor diversidad en las plantas,
implicados en interacciones planta-herbivoro. La ruta del &cido malénico es una fuente
importante de fenoles en hongos y bacterias, pero es poco empleada en plantas
superiores y la ruta del acido shikimico es responsable de la biosintesis de la mayoria de
los compuestos fendlicos de plantas. A partir de eritrosa-4-P y de acido fosfoenolpiravico)
(Harborne, 1989; ETSIA, 2007, Castro et al., 2013).
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La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la formacioén de acido cindmico por
eliminacion de una molécula de amonio de la fenilalanina. Esta enzima esta situada en
un punto de ramificacidbn entre el metabolismo primario y secundario por lo que la
reaccion que cataliza es una importante etapa reguladora en la formacion de muchos
compuestos fendlicos. Las reacciones posteriores a la catalizada por PAL son
basicamente adiciones de mas grupos hidroxilo y otros sustituyentes.

Los acidos trans-cinamico y p-cumarico se metabolizan para formar &cido ferulico y 4cido
caféico cuya principal funcidon es ser precursores de otros derivados mas complejos:
cumarinas, lignina, taninos, flavonoides e isoflavonoides. Los acidos cindmico y
cumarico, asi como sus derivados, son compuestos fendlicos simples llamados
fenilpropanoides por contener un anillo de benceno y una cadena lateral de tres carbonos
(Harborne, 1989; Azcén-Bieto y Tal6n, 2000; Taiz y Zeiger, 2002; ETSIA, 2007).

La sintesis y la acumulaciéon de los compuestos fendlicos estan condicionados por el
estado de desarrollo general de la planta o de los o6rganos, tejidos y células
considerados. El control de estos procesos, que determinan en Ultima instancia la
distribuciéon de estos metabolitos secundarios, viene determinado por factores de tipo
enddgeno relacionados con los procesos de diferenciacion dependientes del desarrollo
ylo por factores externos tales como la luz, la temperatura o los ataques de agentes
biéticos o abidticos (Wiermann, 1981; ETSIA, 2007; Nickavar y Esbati et al., 2012).

1.7.2. Flavonoides

Estos compuestos confieren colores amarillo, naranja, rojo, violeta y azul, a muchas
flores, hojas y frutos. Son producidos en el metabolismo secundario de las plantas. Los
flavonoides presentan estructura de anillos aromaticos, su origen biosintético es mixto,
como se presenta en la figura 5, el anillo B y la cadena de 3 carbonos que enlaza las
estructuras aromaticas, son derivados del metabolismo de los fenilpropanoides (ruta del
acido shikimico) y el anillo A es producto de la condensacién de 3 moléculas de malonil-
CoA con una molécula de p-cumaril-CoA. Esta reaccion esta catalizada por la chalcona
sintasa y da lugar a la naringerina chalcona, precursora de los flavonoles y antocianinas
(Figura 5) (Graham, 1998; Martinez, 2005).

Figura 5. Estructura basica de los flavonoides. Tomado de Graham (1998)
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Existen mas de 4000 flavonoides naturales, los cuales se han clasificado de acuerdo con
las variantes estructurales que presenta la cadena central de 3 carbonos en: chalconas,
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, antocianidinas, catequinas, epicatequinas,
auronas, isoflavonoides, pterocarpanos, rotenoides, etc. Algunos flavonoides como las
chalconas y flavanonas, son precursoras de las demés clases de flavonoides, estos, sin
embargo; dentro de las plantas se encuentran ligados a moléculas de carbohidratos.

A este tipo de combinacion nucleo flavonoide basico mas una o varias unidades de
carbohidratos, se les denomina glicosidos, y cuando no tienen ligadas moléculas de
carbohidratos se las denomina agliconas flavonoides (Martinez, 2005).

Aunque todavia no se conoce exactamente el papel que desempefian los flavonoides en
los vegetales, se tienen algunas evidencias experimentales que sugieren que cumplen
una o varias de las siguientes funciones (Avalos y Pérez, 2009):

Pigmentacion (relacién planta-insecto)

Absorcion de radiacion ultravioleta.

Participacién en el proceso de la fotosintesis.
Actividades bioldgicas (antimicrobiana, antimicética, etc).
Fitoalexinas (mecanismo quimico de defensa vegetal).

1.7.3. Antocianinas

Las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides, en ellas encontramos la
mayoria de los colores de las flores y los frutos (Avalos y Pérez, 2009), especialmente los
pigmentos visibles al ojo humano como el color rojo, violeta y azul. Quimicamente las
antocianinas son glucosidos de las antocianidinas de tipo hidrosoluble. Las
antocianidinas no se acumulan como tal en las plantas, sino su forma glucosilada. De
todas las antocianidinas que actualmente se conocen (aproximadamente 20), las mas
importantes son la pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina,
nombres que derivan de la fuente vegetal de donde se aislaron por primera vez. Las tres
primeras son mas frecuentes en frutos, las restantes estan presentes en flores. La
combinaciéon de éstas con los diferentes azlcares genera aproximadamente 150
antocianinas. Los carbohidratos que comdnmente se encuentran son la glucosa y la
ramnosa, seguidos de la galactosa, xilosa y la arabinosa, ocasionalmente, la gentobiosa,
la rutinosa y la soforosa (Aguilera et al., 2011).

Con base en el nUmero de azlUcares presentes en su estructura, las antocianinas se
clasifican en: monoglucésidos (un azucar), diglucosidos (dos azUcares) y triglucésidos
(tres azucares). Las antocianinas juegan un papel fundamental en los procesos de
polinizaciéon y en la dispersién de semillas, son muy apetecidas en la industria de
alimentos, por su impacto en las caracteristicas sensoriales y por su implicacion en la
salud humana, adicionalmente a su funcionalidad como colorante alimenticio, debido a
que son facilmente degradas por el intestino (Aguilera et al., 2011).

Las antocianinas se pueden extraer de tejidos frescos por maceracion con un solvente
acido como por ejemplo la mezcla metanol-acido acético-agua (MAW) (11:1:5) 6 la
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mezcla MFW, es decir metanol/acido formico/agua por ejemplo 10:1:9. La biosintesis de
estos compuestos esta mediada por la conversion de la chalcona por accion de diversas
enzimas como: chalcona isomerasa (CHI), flavanona 3-hidroxilasa (FsOH), isoflavona
sintasa (ISF), flavona sintasa (FS), flavonol sintasa (FLS), dihidroxiflavonol reductasa
(DHFR) y antocianina sintasa (AS). Estas sustancias son responsables de la mayoria de
los colores de las flores y los frutos y son importantes en la polinizacion y en la dispersion
de semillas. El color de las antocianinas depende del nimero de grupos hidroxilo y
metoxilo en el anillo B y del pH de las vacuolas en las que se almacenan. Algunos
ejemplos son pelargonidina (rojo-naranja), cianidina (rojo purpura) y delfinidina (azul
parpura) (Martinez, 2005).

1.8. Métodos de obtencidn

Son procesos que tienen como objetivo separar y concentrar los componentes con el fin
de facilitar el procesamiento industrial y homogenizar la calidad, entre los métodos mas
destacados encontramos: enfleurage, prensado, Arrastre con vapor, hidrodestilacién,
extraccién con solventes (Soxhlet y Randall) y técnicas mas recientes como el uso de
Fluidos supercriticos (Sanchez, 2006), una breve descripcibn de cada uno de los
métodos se presenta en la tabla 4.

Tabla 4. Descripcion de algunos métodos de obtencidon de aceites esenciales.

Método Descripcién Plantas Fuente
Objetivo

Se requiere de grasas naturales con puntos
de ablandamiento alrededor de 40 °C,

normalmente Refinada, Blanqueada, Azahar

Enfleurage Desodo_rizada. Se extiende en bandejas en Rosa Sanchez,
profundidad no mayor a 0.5 cm y sobre ella Violeta 2006
se colocan los pétalos de flores o el Jazmin

material vegetal, desde donde se van a
extraer los principios odorificos.

Tiene como principio la trasferencia unitaria
de masa, gue consiste en el
acondicionamiento de un  solvente
empleado para la extraccién o arrastre, el
cual debe estar por encima de su punto
supercritico, esto quiere decir alta presion y
temperatura. Este método permite controlar
y modificar propiedades del aceite tales | Plantas ricas en

Extracuon bor como; difusividad, viscosidad y densidad sustancias Esquively
medio de fluidos . . ; Y - Vargas,
o del fluido, mediante cambios en presion y volatiles
supercriticos 2007

temperatura.La sustancia mas empleada es termolabiles.
el CO, clasificado por la FDA como GRAS
(Generally Recognized As Safe), que en
estas condiciones presenta baja viscosidad
, baja tension superficial, alto coeficiente de
difusion (10 veces mas que un liquido
normal), que conlleva a un alto contacto con
la superficie del material y puede penetrar a
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pequefios poros y rendijas del mismo lo que
asegura una buena eficiencia en la
extraccion en un corto tiempo. En la parte
final del proceso hay una remocion total del
solvente y se realiza a una temperatura
baja, se disminuye la pérdida de sustancias
volatiles y se evita la formacién de sabores
y olores extrafios. La temperatura y presion
criticas para el CO, son Pc 73 bar y Tc
31°C. ElI CO, supercritico permite el
desplazamiento 'y extracciobn de los

siguientes  compuestos:  Hidrocarburos,
éteres, ésteres, cetonas, lactosas,
alcoholes, aldehidos, mono y
sesquiterpenos, grasas, resinas, esteroides,
alcaloides, carotenos, oligbmeros,
azucares, glicosidos, aminoacidos,

plasticos, proteinas y polisacaridos.

Permite extraer sustancias como los aceites
esenciales, colorantes, gomas, mucilagos,
ceras, grasas, proteinas y carbohidratos,
requiere de un tratamiento previo en la

: - - . Besbes et
matriz de extraccion, p. ej: molienda, al. 2004
macerado o picado, para permitir mayor v
area de contacto entre el solido y el Sanchez
solvente. Las sustancias extraidas, son 2006 '
evaporadas y concentradas a baja
temperatura. Las caracteristicas deseadas .

i . ) Esquivel y
del solvente son: punto de ebullicion bajo y Vargas
uniforme que permita eliminarlo 20%7 '

- rapidamente, pero evitando pérdidas por
Extraccion con L o .
evaporacion, guimicamente inerte, para no .
solventes : Todas, uso Habib et al.,
L reaccionar con los componentes de los o
organicos - . h - cosmeético y 2013
aceites.. Este disolvente ideal no existe, y )
8 . comestible
los mas empleados son: Etanol, metanol, Eliarrat
isopropanol, hexano, ciclohexano, tolueno, Cainach’
xileno, ligroina, éter etilico, éter isopropilico, Rivera y
acetato de etilo, acetona, cloroformo. No se 2000 '
usan clorados ni benceno por su ’
peligrosidad a la salud. El proceso puede
ejecutarse por batch (por lotes) o en forma
continua (percolacion, lixiviacion,
extraccion tipo soxhlet).Finalmente los
solventes se recuperan por destilaciéon y
pueden ser reutilizados en el mismo
proceso en extracciones tipo Randall.
Las plantas se colocan en un fondo Sanchez,
- perforado o criba ubicado a cierta distancia Rosa 2006
Extraccion por . . .
del fondo en un alambique. La parte més Jazmin
arrastre con vapor : . .
baja de esta contiene agua hasta una altura Ylang-Ylang Esquivel y
menor que el nivel de la criba. El Todos Vargas,
calentamiento se produce con vapor 2007
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saturado que se provee de una fuente de
calor que compone el equipo, este fluye con
alta humedad y a presion baja, penetrando
a través del material vegetal.

El fundamento de este proceso radica en la
temperatura del vapor (100 °C) en un
cierto tiempo, el tejido vegetal se rompe
liberando el aceite esencial. Adicionalmente
el aceite esencial debe de ser insoluble en
agua, ya que después del condensador, en
el separador (Florentino) deben formarse
dos fases: una de aceite esencial y otra de
agua. Si el aceite esencial presenta
componentes solubles en agua estos
guedaran en la fase acuosa que puede
comercializarse como tal: agua de rosas,
agua de jazmin, agua de ylang-ylang.

El material vegetal es sometido a presion,
bien sea en prensas tipo batch o en forma
continua, dentro de éstos se tienen los
equipos: Tornillo sin fin de alta o de baja
presion, extractor expeller, extractor
Extraccion por centrifugo, extractor decanter y rodillos de

prensado prensa. Para los citricos antiguamente se
emple6é el método manual de la esponja,
especialmente en lItalia, que consiste en
exprimir manualmente las cascaras con una
esponja hasta que se empapa de aceite, se
exprime entonces la esponja y se libera el
aceite esencial.

Naranja
Mandarina Séanchez,
Citricos en 2006

general

Este tipo de extraccion implica el uso de
agua y vapor, los cuales son empleados . Taghiy
. L Tomillo ;
como medio de arrastre, la extraccion inicial Razaei,
la cual es condensada y dividida mediante 2008
un separador de fases o florentino.

Hidrodestilacion.

Cada uno de los métodos permite obtener diferentes fracciones quimicas de las plantas,
por tanto la seleccion del mismo, debe enfocarse en la pregunta ¢ Qué deseo obtener en
el proceso de extraccion?, pues del enfoque del uso potencial permitird obtener mejores
resultados a la aplicacion de variables que estimulan la produccién de fitoquimicos.
Adicionalmente es importante realizar el analisis comparativo de los principales métodos
de extraccion, con el fin de establecer las ventajas y limitaciones en el uso de estas
tecnologias (Gil y Saenz, 2005).
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1.9. Radiacidén ultravioleta

La radiacion emitida por el sol, que llega a la tierra, depende de multiples factores o
barreras fisico-quimicas, de las cuales es importante destacar el efecto de las moléculas
de ozono (O3) que actian como elementos filtrantes, absorbiendo longitudes de onda
nocivas para la vida en el planeta como lo son la radiacion ultravioleta B y C (Figura 6).
Esta radiacién corresponde al 8-9% de la radiacién total y se encuentra en longitudes de
onda que van de 100-400 nm (Figura 6). El grado de incidencia y afectacion por parte de
la radiacion ultravioleta depende de factores como la altitud sobre el nivel del mar, la
nubosidad, fenédmeno de reflectancia del suelo y el gradiente latitudinal natural de la capa
de ozono (concentracién de ozono atmosférico) (Caldwell, 1981). Los efectos de la
radiacion ultravioleta en las plantas son numerosos, y estan mediados por la intensidad o
dosis de exposicion a la misma. Varios autores como (Greenberg et al., 1996; Hollésy,
2002; Andreasson y Wangberg, 2006; Klem et al., 2012) describen con detalle el efecto
de la radiacion a nivel morfoldgico y fisioldgico y de cdmo esta actia de forma distinta de
acuerdo a la edad de las hojas (Reifenrath y Muller, 2007).

Figura 6. Clasificacion del espectro electromagnético emitido por el sol, con énfasis en la
radiacion ultravioleta, su clasificacion y curva de inactivacién celular (tomado de:
http://www.tiendanimal.es/articulos).

RYyoS-X Ultravioketa Visible Infrarrojo

Longitud de onda (nm)

Curva de innactivacion celular

1.9.1. Radiaciéon UV-A

Esta comprendida por la longitud de onda que va 320-400 nm, representa
aproximadamente el 6,3% de la radiacién ultravioleta total y es la menos peligrosa en
comparacion a la UV-B y UV-C. Es importante mencionar que el coeficiente de absorcién
del ozono disminuye rapidamente con longitudes de onda superiores a 280 nm y se
aproxima a cero con longitudes mayores a 330 nm (Robberecht, 1989 citado por Hollosy,
2002). Es por esta razén que la radiacion UV-A que llega a la tierra no se afecta por
cambios en las concentraciones de ozono estratosférico.
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1.9.2. Radiaci6én UV-B

Desde el punto de vista de la ingenieria a nivel mundial, la radiacion ultravioleta B, es
considerada como un paradmetro determinante en seguridad alimentaria, procesamiento
de materiales, sostenibilidad urbana y regional, con un alto potencial de investigacion y
busqueda de usos practicos en los diferentes modelos productivos. En el caso especifico
de Colombia este pardmetro se ha empleado en el estudio de la resistencia y vida util de
materiales para la construccion, efecto sobre la calidad y produccion de especies
vegetales y el riesgo de exposicion de la poblacién medida a partir de pardmetros como
la UVI (indice de radiacion incidente).

El analisis de la radiacién UVB en la mayoria de los estudios, proviene de tratamientos
con emisiones artificiales (luminaria implementada en camaras e invernaderos) o
estimaciones realizadas de forma indirecta, que dificultan la comprensién y aplicacion en
el supuesto de emisién natural. Es vital comprender la variabilidad de este parametro, el
cual esti fuértemente influenciado por procesos radiativos, dinAmicos y quimicos en la
estratosfera, especificamente en la dinamica de la capa de ozono, dependiente de la
emision de los diversos gases de efecto invernadero y que han sido objeto de estudio
para el analisis de probleméticas mundiales como lo es el cambio climético.

La radiacion ultravioleta B cuya longitud de onda se encuentra entre 280-320 nm (Barnes
et al.,, 1996; Carrasco, 2009) representa el 1,5% de la radiacion ultravioleta; algunos
investigadores como Hollésy (2002), han estimado que la radiacion UV-B incidente
aumenta de forma directamente proporcional con la reduccién del contenido de ozono
atmosférico en una tasa del 130-180% (relacion 1:1,3 — 1: 1,8), siendo considerada
como una de las mayores limitantes del cambio climatico para el desarrollo sostenible de
la humanidad (PNUMA, 2008; Kudish et al., 2011; Barnes et al., 2014).

1.9.3. Radiaci6én UV-C

La radiacién ultravioleta C es aquella gue cuenta con una longitud de onda entre 200-280
nm, es extremadamente peligrosa para los seres vivos pero en condiciones normales de
emision solar no representa un riesgo potencial para la vida en la tierra (Holldsy, 2002).

1.10.Radiacion ultravioleta como tecnologia
Poscosecha

La irradiacién de alimentos es considerada como un método no tradicional para la
conservacion y tratamiento de alimentos, su uso ha sido aprobado en mas de 37 paises,
y en varios de estos ya se usa con fines comerciales. Se considera que una dosis total de
radiacion de 10 Kilogray (Kgy) no presenta riesgos toxicolégicos, microbiolégicos o
nutricionales en los alimentos. Sin embargo estas unidades fueron establecidas para la
aplicacion de radiacion X y gamma. Desde primera aplicacion en alimentos en 1921 la
radiacion, se consider6 como una tecnologia importante para el control de
microorganismos y plagas cuarentenarias en alimentos (Parra, 2007).
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En el dltimo siglo se ha estudiado de forma minuciosa por parte de varios grupos de
investigacion e importantes institutos cientificos, el efecto de la radiacion ultravioleta y su
aplicabilidad como tecnologia en la agricultura. Se han obtenido grandes avances en la
aplicacion de la radiacion UV-C como agente esterilizador y desinfectante de frutas y
hortalizas frescas, mediante la inactivacion microbiolégica de patégenos como
Salmonella entericay Escherichia coli en tomate (Yun et al., 2013; Mukhopadhyay et al.,
2014) y Alicyclobacillus acidoterrestris en uvas y manzanas (Handan, Molva y Unluturk,
2013).

En un escenario contrastante se encuentran, las aplicaciones de radiacion UV-A y UV-B
gue no han tenido gran impacto en la industria alimentaria, a causa de tres aspectos
fundamentales:

¢ Desconocimiento de la tecnologia.

e Carencia de equipos especializados para la aplicacion de las mismas.

e Deficiencia en estudios especie-especificos, que permitan definir las dosis de
respuesta y los tiempos de adaptacién para obtener los mejores resultados en la
poscosecha de productos agricolas.

Estudios realizados por Schreiner y Huyskens (2006); Jansen et al., (2008) y Pérez et al.,
(2009; 2010), han permitido establecer la radiacién ultravioleta B como una tecnologia
promisoria en la poscosecha de frutas, hortalizas y arométicas. Los efectos generales de
la radiacion ultravioleta B son expuestos en trabajos de revisibon como Barnes et al.,
(1996); Hollésy (2002); Andreasson (2006); Jacovides et al., (2009) y Klem et al., (2012).
Con el fin de contextualizar y soportar los resultados obtenidos en el presente estudio, se
realizo la revision bibliografica, relacionada con aplicacion de radiacion UVB en alimentos
gue se presenta en la Tabla 5.



40 Evaluacién del efecto de la aplicacion de radiacion UV-B durante la poscosecha

en la calidad de los extractos de tomillo (Thymus vulgaris L.)

Tabla 5. Revision de estudios durante el periodo 2009-2015, con aplicacion de radiacion
UVB en vegetales, la revision del periodo 1997-2008, puede ser consultada en Jansen et

al., (2008).
Material vegetal Dosis Pa_trte/o_rgano Autor
irradiado

Acorus calamus L. 1,8 kdm™ hojas Kumari et al., 2009
(Tomate)

. 0,04-0,075-0,150- 4
II;/l)ﬁopersmon esculentum 0.225-0,300 Wh m™2 Frutos Pérez et al., 2009
(Tomate)

. 0,04-0,075-0,150- 4
II;/ﬁﬁopersmon esculentum 0.225-0.300 Wh m’2 Toda la planta Pérez et al., 2010
(Canola) i 2 1 . .
Brasica napus 5-10 kdm™d semillas Qaderi et al., 2010
(Menta) 21 .
Mentha x piperita L 7,1 kdm™d hojas y tallos Dolzhenko et al., 2010
(Soya) 8-8,3y9,5Wm? semillas Sanjay et al., 2011
Glycine max
Cebada 0,35-1,4 Wm™ semillas Klem et al., 2012
Hordeum vulgare
(Maracuya) 0,8y 8Wm? toda la planta Cechin etal., 2012

Passiflora edulis

(Hierba buena)
Mentha spicata L

0,05-0,075 Wh m™

hojas y tallos

Ramirez et al., 2013

(Romero)
Rosmarinus officinalis L

0,05-0,075 Wh m™

hojas y tallos

Ramirez et al., 2013

(Tomillo QT*. Timol)
Thymus vulgaris L

0,05-0,075 Wh m™

hojas y tallos

Ramirez et al., 2014

(Hierba buena)
Mentha spicata L

0,05-0,075 Wh m™

hojas y tallos

Rodriguez et al., 2014

(Romero) i -2 : .

Rosmarinus officinalis L 0,05-0,075 Wh m hojas y tallos Rodriguez et al., 2014
(Soya) . _

Glycine max NA semillas Sanjay et al., 2014
(Arandanos)

Vaccinium corymbosum L | 0,07-0,12-0,19 Wm hojas Inostroza et al., 2014

cv. Brigitta and Bluegold

(Aromatica)
Kalanchoe pinnata

0,27-1,02-4-15 Wm™

Hojas y tallos

dos Santos et al., 2015

*QT: Quimiotipo
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2. Objetivos

2.1. Objetivos generales

e Evaluar el cambio en el contenido de fitoquimicos en Thymus vulgaris L. por
efecto de la radiacion UV-B como tecnologia poscosecha para generar valor
agregado en el modelo productivo.

2.2. Objetivos especificos

e Evaluar en qué medida diferentes tratamientos durante la poscosecha con
radiacion UV-B y diferentes tiempos de adaptacion pueden tener un efecto
en la actividad antioxidante de Thymus vulgaris L.

¢ |dentificar el efecto de la radiacion UV-B en la calidad de subproductos
como los extractos de la especie en estudio con el fin de obtener mayor
valor agregado en el proceso productivo.
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3. Metodologia

El proyecto de investigacion se realizé con plantas de la especie Thymus vulgaris L (N.C.
tomillo) quimiotipo timol, provenientes de cultivo bajo invernadero, con sistema de riego
por aspersion, en sustrato proveniente de la sabana de Bogota con un pH entre 5,5-6,5.
Se manejaron 4 parcelas cada una con 250 plantas. El ensayo se llevé a cabo en el
invernadero 155 de Investigacion en fisiologia vegetal, del Departamento de Biologia en
la Universidad Nacional Sede Bogota.

3.1. Material vegetal

Las pruebas se realizaron con hojas y tallos jovenes de plantas de tomillo en dos
momentos de cultivo 75 y 92 dias después de trasplante (ddt), estos valores son
equivalentes segun la escala BBCH a los estados 39G (nueve nudos detectables-punto
de corte) y 90 (Plena floracién) (Meier, 2001). Se empleé aproximadamente 1 Kg de
hojas y tallos finos en fresco y en seco para cada tiempo de adaptacion Ta (24 h) y Tb
(48 h) y para cada tratamiento con radiacion UV-B. Mientras que en los ensayos para
determinacion de fitoquimicos se emplearon 50-500 g segun la prueba requerida
(Ramirez et al., 2013; 2014; Rodriguez et al., 2014a; 2014b).

3.1.1. Selecciéon de material

El tomillo al presentar capacidad de adaptacion a diferentes factores ambientales,
requiere de una seleccion rigurosa de su material propagativo, con el fin de disminuir la
variabilidad del ensayo producto de quimiotipos diferentes. Para el presente ensayo se
emplearon plantas de la variedad israeli, por presentar mayor plasticidad fenotipica en
comparacion con las variedades disponibles en el mercado. La propagacion de la
variedad se realiz6 de forma asexual usando esquejes provenientes de un quimiotipo
conocido y con aplicacién a nivel industrial (quimiotipo timol), se seleccion6 este método
de propagacion pues las semillas de las plantas de esta especie presentan una baja tasa
de germinacion (40-70%), lo que dificulta su desarrollo de forma sexual. En total fueron
necesarios 2000 esquejes, de los cuales se seleccionaron 1000 por su porte y vigor,
estos fueron distribuidos en cada uno de los tratamientos.

3.1.2. Sustrato

Se trabajaron dos métodos para el desarrollo de las plantas, inicialmente se fortalecieron
los esquejes empleando hidroponia, mediante la seleccién de un fertilizante convencional
gue se administrdé en solucién y un sustrato o soporte adecuado para los esquejes. Una
vez se logré el establecimiento de los esquejes, se procedié a ubicar los esquejes en
sustrato para ensayos con un contenido de 3.8 % de materia organica, el analisis quimico
de este sustrato se presenta en la Figura 7.

Figura 7. Resumen de las propiedades fisico-quimicas del sustrato empleado para el
desarrollo de los esquejes.
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3.1.3. Manejo de la fertilizacion

Se disefio un plan de fertilizacién enfocado en suplir la demanda de nutrientes por parte
de las plantas, de aquellos elementos que se encontraron como deficitarios segun el
analisis del sustrato. Para establecer los requerimientos del cultivo se empled el método
cuantitativo (Gémez, 2005).

El plan de aporte de los nutrientes para el ensayo se presenta en la Tabla 6.

Tabla 6. Requerimientos nutricionales para el cultivo de tomillo*.

Disponibilidad Necesidad
en Kg/ha Requerimiento de Plan de
Elemento/Nutriente | Disponibilidad del cultivo elemento e
- fertilizacion
Kg/ha a aplicar
Kg/ha
Nitrogeno (N) 0,11 % 15,25 44 41,07
Calcio (Ca) 13,8 meq/100 g 441,6 19 410,82 70% al
- trasplante y
Potasio (K) 1,38 meq/100 g 576,28 24 NA 30% a los 60
Vaanesio (M dias después
9 (Mg) 3,61 meg/100 g 138,62 11 203,19 de trasplante
Fosforo (P) >116 mg/Kg 42,52 24 NA
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Necesidad
. o Requerimiento de
Elemento/Nutriente | Disponibilidad Disponibilidad del cultivo elemento P!gn d?,
en Kg/ha : fertilizacion
Kg/ha a aplicar
Kg/ha
Cobre (Cu) 1,82 mg/Kg 2,9 0,3 NA
Hierro (Fe) 351 mg/Kg 561,6 11 NA 70% al
trasplante y
Manganeso (Mn) 6,71 mg/Kg 0,42 05 0,88 30% a los 60
Zinc @n) dias después
! 45,7 mg/Kg 4,87 0,7 NA de trasplante
Boro (B) 0,75 mg/Kg 0.15 03 0,15

*Adaptado de: Gémez (2005); O Farrill y Medina (2007); Alarcén (2011) y Castro et al (2013).
p y y

De esta forma se establecio, aportar los nutrientes necesarios para el cultivo con una
fuente quimica comercial, rica en nitrégeno, sin potasio y fosforo (contenido bajo), y
complementar con una fuente de elementos menores, rica en boro y manganeso, las
cantidades a aplicar se definieron en la tabla anterior y el suministro de estos fertilizantes
se hizo en dos fases; el 70% al trasplante y 30% a los 60 dias después de trasplante.

3.1.4. Manejo del riego

Durante el desarrollo del cultivo se empleé riego por aspersion, empleando una bomba
de espalda manual con capacidad de 20 litros. Debido a la presencia de zonas mas
calientes y poco humedas en el invernadero, algunas plantas especialmente las ubicadas
en los bordes requerian cantidades superiores de agua, no obstante a esta observacién
se cuantifico la cantidad de agua de riego para el nimero de plantas empleadas en el
ensayo. Se emplearon 963 L, lo cual es acorde a lo presentado por Cabot (2003) en
cuanto al requerimiento hidrico del cultivo de tomillo, el cual esta en el orden de 500 mm
en sistemas de produccion en secano y de 1100-1200 mm en sistemas de produccién
con regadio, variable de acuerdo con las condiciones climaticas y tipo de suelo.

3.1.5. Temperatura de desarrollo

La temperatura de desarrollo para las plantas de tomillo se mantuvo controlada en el
rango de 24-28 °C desde Noviembre de 2012 hasta Febrero/Marzo de 2013, periodo que
comprende un ciclo de cultivo con 2 cortes, esto con el fin de mantener las condiciones
Optimas para el desarrollo de la especie y no interferir mediante variabilidad generada por
parametros climaticos en la fisiologia y metabolismo de las plantas de tomillo.

3.1.6. Humedad relativa

La humedad relativa de desarrollo para las plantas de tomillo se mantuvo controlada en
el rango de 70-88 %, con el fin de brindar parametros favorables para el desarrollo de la
especie.
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3.2. Determinacion de las dosis de radiacion

La radiacion ultravioleta B, se aport6 mediante lamparas Philips TL 40W/12RS, las
cuales garantizan una dosis media de 0,045 Wh m™. Se plantearon dos tratamientos con
radiacion UVB, de acuerdo con los estudios preliminares realizados en algunas hortalizas
sometidas a esta tecnologia (Pérez, 2009; 2010), a saber:

T1: 0,05 W.h.m™: Se logra con un tiempo de exposicién de 1 hora 7 minutos

T2: 0,075 W.h.m2: Se logra con un tiempo de exposicién de Tiempo de exposicion 1
hora 40 minutos.

Con el fin de ajustar las dosis se realizaron mediciones empleando una sonda LP 471
UVB acoplada a un radiémetro DELTHA OHM HD 2102.2 (Figura 8 a y 8 b), durante
lapsos de tiempo de 1 y 2 horas con la camara sin material vegetal, los resultados se
presentan en la figura 9.

Figura 8 a. Registro continuo de radiacion UVB aplicada mediante sonda LP 471 UVB
acoplada a un radibmetro DELTHA OHM HD 2102.2
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Figura 8 b. Camara de radiacion UVB con material de tomillo 1) antes de iniciar el
proceso y 2) finalizado el proceso de radiacion.

Figura 9. Curva de emisién para radiacion UVB generada por el programa DeltaLog9,
registrada con sonda LP 471 UVB y radiémetro DELTHA OHM HD 2102.2.

Cantidad de radiacion UV-B (W m'2)

15:2447 154127 18:38:07 20:14:47

Tiempo de tratamiento

En el eje Y se presenta la cantidad de UVB en W.m™, en el eje X se presenta la duracion
del tratamiento con hora de inicio y hora fin. Se puede observar en los minutos iniciales el
proceso de calentamiento de las lamparas y sefial de encendido por parte del
temporizador, el cual se estimé en 4 minutos. Seguido de este periodo de tiempo se
observa la regulacion en la emision de radiacion por parte de la luminaria que oscila entre
2,5-3,0 W.m™. Finalmente se observa el proceso de apagado de la luminaria por parte del
temporizador. Esta situacion permitié evaluar la operatividad en el proceso de aplicacién
de la radiacion UVB.
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3.3. Parametros analizados

Los parametros analizados, fueron seleccionados de acuerdo con la revision de literatura,
estableciendo los mas utilizados en los trabajos reportados relacionados con la aplicacion
de radiacion UV-B, a continuacién se presenta en la figura 10, el proceso que se
establecio para la obtencion de los datos para cada parametro analizado:

Figura 10. Esquema metodologico para los parametros analizados en el presente
estudio.
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En esta figura, se presenta la metodologia empleada en este trabajo, en la primera
columna se identifican dos estados fenoldgicos punto de corte (39G-75 ddt) y floracion
(92 ddt), en la segunda columna se presentan los tratamientos con dosis de radiacion
UVB (0,05 Wh m? y 0,075 Wh m?), las abreviaturas C1 y C2 hacen referencia a los
controles para cada tratamiento teniendo en cuenta los tiempos de adaptacion, en la
tercera columna estéan los tiempos de adaptacion empleados (24 y 48 horas), la cuarta
columna corresponde a dos tipos de matriz de extraccion (seco y fresco), en las
columnas 5,6,7 y 8 se presentan los parametros analizados con el numero de
repeticiones por tratamiento.
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3.3.1. Materia seca

Para la determinacion de la materia seca de plantas de tomillo, se emple6 el método de
diferencial de peso, utilizando una temperatura de secado de 60°C+/- 3°C durante 24
horas o hasta peso constante (Balladin y Headley, 1999; Szummy et al., 2010; Séarosi et
al., 2013), el indice y el porcentaje de materia seca se determin6 mediante las
ecuaciones 1y 2 de acuerdo con los autores mencionados anteriormente:
Is = w(l)
Pf

%Ms = @x 100 (2)

Donde Is: indice de materia seca, %Ms: porcentaje de materia seca, Pf: peso fresco, Ps:
peso después de secado, se realizaron 5 repeticiones por tratamiento y por control.

3.3.2. Extraccion etanodlica

Se empled el método Randall, con extractor SER 148/3 VELP Scientifica, el cual permite
la separacion cuantitativa de una sustancia de una mezcla de solidos o semisdlidos. Este
método opera en dos fases mas una de recuperacion del disolvente destilado, lo cual
permite salvaguardar de la contaminacion atmosférica, reducir el costo de los analisis y
los tiempos de extraccion. La primera parte de la extracciéon se efectla mediante la
inmersion de la muestra en el disolvente en ebullicion, luego sigue un enjuague con
disolvente frio. La rapida solubilizacion realizada por el disolvente caliente permite reducir
notablemente los tiempos de extraccién (hasta el 80% menos en comparacién con el
método Soxhlet) (AOAC, 2004).

Se utiliz6 como disolvente etanol por su alta polaridad y menor selectividad. Este permite
obtener extractos cuya composicion contiene la mayor parte de los componentes
guimicos de la planta, se prefiere en comparacion a la acetona y al hexano, pues estos
simplemente realizan una seleccion de compuestos apolares como las grasas vegetales
y otros, adicionalmente, presentan mayor residualidad y son nocivos para la salud
humana (Souza, 1995). Las condiciones de extraccion fueron: temperatura de extraccion
(Te): 95 °C, tiempo de inmersion (1): 45 minutos; tiempo de lavado (W): 25 minutos y
recuperacion de solvente (R): 15 minutos, segun Ramirez et al., 2013, 2014.

La cantidad de extracto y el rendimiento de extraccion, se determiné mediante diferencial
de pesos segln la AOAC (2004), como se presenta en las ecuaciones 3y 4:

Ce (9) = (PRe — PRv) (3)

1y (Ce)
R(g-K™) = Ps/1000 4)
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Donde Ce: Cantidad de extracto en gramos, R: Rendimiento en g.K*, PRe: Peso
recipiente con extracto, PRv: Peso recipiente vacio, Ps: peso después de secado. Se
realizaron 10 repeticiones por tratamiento y por control.

3.3.3. Fenoles totales

El contenido de fenoles totales en los extractos, se determind mediante el método de
Folin-Ciocalteu empleado por Singleton et al., 1999 citado por Hamdy et al., 2013, en
este se toma una alicuota del extracto en un tubo de ensayo y se mezcla con 5 ml del
reactivo Folin-Ciocalteu y 10 ml de solucién saturada de carbonato de sodio, los tubos
fueron agitados durante 15 segundos y se dejaron en reposo en oscuridad durante 30
minutos para que se desarrolle la reaccion quimica y se produzca la coloracién que sera
determinada mediante absorbancia a 760 nm usando un espectrofotometro UV-VIS
Genesys 5. La curva de calibracion estandar se prepar6 mediante las absorbancias
medidas a 760 nm producidas por diferentes concentraciones de &cido galico, los
andlisis se realizaron por triplicado para los tratamientos y los controles.

El principio del método se basa en los complejos hexavalentes fosfomolibdico /
fosfotlingstico que se forman en solucion con los acidos y el Reactivo Folin-Ciocalteu, los
fenoles son facilmente oxidables en medio basico, éstos reaccionan con el molibdato
formando oxido de molibdeno MoO, este compuesto es cuantificado por espectroscopia
de UV debido a que absorbe a una longitud de onda de 750-760 nm. El contenido de
fenoles totales se expresa como porcentaje de &cido galico en la muestra en la ecuacién
5 empleada por Hamdy et al., 2013:

EAG

Donde %AGeM: porcentaje de acido galico en la muestra, EAG: equivalentes gramo de
acido galico y Ce: peso del extracto en miligramos.

3.3.4. Flavonoides totales

Para la identificacién de flavonoides por el método se Shinoda se siguid el proceso
establecido por Martinez et al., 2003 y Lock et al.,, 2006, con las modificaciones
establecidas en Wilches et al., 2010, se pes6 1 g de muestra seca y pulverizada de hojas
y tallos jovenes de tomillo en un Erlenmeyer de 50 mL, luego se adicionaron 5 mL de
metanol y se calentdé por 10 minutos a 60 °C. Se filtr6 sobre un vial. Se colocaron 20
gotas del extracto obtenido en un tubo de ensayo, posteriormente se agreg6 0,5 -1 g
Magnesio y 0,1 mL de &cido clorhidrico concentrado.

Para la cuantificacién de los flavonoides se empleé un bal6n aforado de 10 mL, en él se
colocaron 2.5 mg (x 0,1mg) de extracto seco, se disolvi6 empleando 2 mL de etanol al
80%. Seguidamente se adicionaron 200 pL de solucién de acetato de potasio 1 M y 200
pL de nitrato de aluminio al 10%, se afor6 a 10 mL con etanol al 80%, luego las muestras
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estuvieron en reposo por 40 minutos y luego se realizd la determinacion de absorbancia
a 415 nm. Para preparar la curva de calibracion se pesaron 2,7 mg de quercetina en un
tubo de ensayo de 10 mL y se llevé a volumen con etanol al 80%. Se tomaron 700 pL,
350 uL, 175 uyL y 100 pL en 4 tubos de ensayo de 10 mL, y se afiadié en cada uno 200
ML de acetato de potasio 1 My 200 uL de nitrato de aluminio al 10% en cada uno.

Se llevo a volumen con etanol al 80%, para obtener cuatro soluciones de trabajo para la
construcciéon de la curva con concentraciones de 18,9%; 9,45% 4,725% y 2,7% de
guercetina. Luego se determiné la absorbancia en un espectrofotdmetro Genesys 5 a 415
nm para cada solucion. Por ultimo usando la curva estandar se calculd la concentraciéon
de flavonoides totales.

Durante este tipo de ensayos es comun encontrar lecturas elevadas, que no cumplen la
Ley de Beer, por tal motivo se aplicé la correccibn empleada en Martinez et al., (2003),
con la cual se busca evitar la interferencia en la cuantificacién de flavonoides por accién
de la clorofila mediante la precipitacion de esta sustancia por la accién del acetato de
plomo al 1% y posterior filtrado.

La cantidad de flavonoides totales se expres6é en mg de quercetina por ml de extracto
(mgQRT /ml) (ecuacion 6):

A415 - 0,0799

mgQRT /ml 53907

(6)

Donde mgQRT /ml: mg de quercetina por ml de extracto, A415: Absorbancia de la
muestra medida a 415 nm, se realizaron todos los tratamientos y controles por triplicado.

3.3.5. Antocianinas totales

Se realiz6 por el método de pH Diferencial- Espectroscopia segun Giusti y Wrolstad,
2001; Kuskoski et al., 2005; Gutiérrez et al., 2009 y Villanueva et al., 2010. Se pes6 0,5 g
de muestra y se sometié a agitacion por 15 minutos usando como solvente agua, del
filtrado, se tomaron dos alicuotas (cada alicuota de 0,2 mL). Una alicuota se diluyé con
buffer de pH 1,0 y la otra alicuota con buffer de pH 4,5, la absorbancia fue registrada a
530 y 700 nm en un espectrofotbmetro UV-VIS Genesys 5, con un coeficiente de
extincion molar para el cianidin-3-glucésido de 26900 (absortividad molar a 530 nm). Los
resultados se expresaron en miligramos equivalentes de cianidin-3-glucésido por 100 g.
Se calculd mediante la ecuacion 7 de acuerdo con los autores mencionados
anteriormente:

mg _ AAX 4492 X FD x 100
m(T00g) = 26900

A

Donde Am: antocianos monomeéricos, AA (cambio en la absorbancia) = (A530 —A700) a
pH 1,0 - (A530 - A700) a pH 4.5; masa molecular) = 449,2g/mol para cianidina-3-
glucésido; FD = factor de dilucion; 26900 coeficiente de extincion molar para cianidina-3-
glucésido a 530 nm; 100, factor de conversion mg en 100 g de muestra, todos los analisis
se realizaron por triplicado (n = 3).
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3.3.6. Indice de saponificacion

Aplicamos el indice de Koettstorfeer, el cual corresponde a una medida aproximada del
peso molecular promedio de los &cidos grasos. Se define como el “numero de mg de
KOH necesarios para saponificar 1 g de grasa”. Para su preparacion se sigui6é el método
definido en la AOAC, 2004, mediante el uso de una solucion alcohélica de hidréxido de
potasio (KOH) 0,5 N y é&cido clorhidrico (HCI) 0,5 N, Fenolftaleina al 1% en alcohol de
95%. Se pesé alrededor de 2,5 ml de muestra filtrada, en un erlenmeyer de 250-300ml se
adicionaron 25 ml de la solucién de KOH, luego se colocé el condensador y se calento la
muestra hasta ebullicion para garantizar que la grasa este completamente saponificada,
aproximadamente 30 minutos, En frio se titulé6 con HCI 0,5 N usando fenolftaleina (1 mL)
como indicador, se corrié un Correr un blanco junto con las muestras usando la misma
pipeta para medir la solucion de KOH, finalmente se reporta el indice de saponificacion
como los mg de KOH requeridos para saponificar un gramo de grasa o aceite,
empleando la ecuacion 8, acorde con el método AOAC (2004), se realizaron todos los
tratamientos y controles por triplicado:

(Vy = Vi) X N X 56,1
Pm

ISp = (8)

En donde:

Vb: volumen de HCI 0,5 N gastado para titular el blanco.
Vm: volumen de HCI 0,5 N gastado para titular la muestra.
N: concentracion normal del HCI.

Pm: peso de la muestra

3.3.7. Actividad antioxidante

Se determin6 mediante el método de la decoloracion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), el fundamento fue desarrollado por Williams et al (1995), y se
basa en la existencia de un electrébn desapareado en el radical, presentando una
coloracién inicial azul-violeta, la cual por la reaccion con la sustancia antioxidante se
torna color amarillo palido. La diferencia de absorbancias, permite obtener el porcentaje
de captacién de radicales libres, la absorbancia es medida espectrofotométricamente a
517 nm, los valores se obtuvieron a partir de la ecuacion 9, disefiada por Williams et al.,
(1995), se realizaron todos los tratamientos y controles por triplicado:

1—-(4,—A
%CA = % x 100 (9)
1
A;: Absorbancia del patron de referencia (vitamina C)

A,: Absorbancia de la muestra
As: Absorbancia del blanco de muestra

Tabla 7. Variables quimicas y métodos de evaluacion empleados en el presente estudio.
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Materia seca

Prueba

Extraccion etanolica

Fenoles totales

Flavonoides totales

Antocianinas totales

indice de saponificacion
Actividad Antioxidante

Método

Diferencial de masa

Randall

Folin-Ciocalteu-Espectroscopia

Prueba de Shinoda- Espectroscopia

pH Diferencial-Espectroscopia

AOAC (2004)
Radicales DPPH-Espectroscopia

3.4. Disefio y andlisis estadistico

Se empled un disefio estadistico factorial 2* con controles separados para cada
tratamiento y un andlisis de varianza ANOVA sumado a la comparacion de medias a
través de la prueba de Tukey utilizado el programa SAS versién 9.2 ver tabla 8 y 9

(Slaughter y Delwiche, 2010).

Tabla 8. Disefio experimental y tratamientos empleados para la variable materia seca

(mg/Kg).

Estado Dosis UVB Tiempos de
Variable fenoldgico D1Y D2 adaptacion | Tratamiento
EFly EF2 Tay Thb
EF1 D1 Ta 1
EF1 D1 Tb 2
EF1 Cl1 Ta Control 1
EF1 C12 Tb Control 2
EF1 D2 Ta 3
EF1 D2 Tb 4
EF1 Cc21 Ta Control 3
Materia EF1 Cc22 Tb Control 4
seca EF2 D1 Ta 5
EF2 D1 Tb 6
EF2 Cl1 Ta Control 5
EF2 C12 Tb Control 6
EF2 D2 Ta 7
EF2 D2 Th 8
EF2 cz21 Ta Control 7
EF2 Cc22 Tb Control 8

En la tabla 8, las abreviaturas en estado fenolégico corresponden a 75 dias después de
trasplante (EF1) y 92 dias después de trasplante (EF2), las dosis de radiaciéon UVB 0,05
Wh. m? (D1) y 0,075 Wh. m? (D2) y los tiempos de adaptacion Ta y Tb respectivamente

son 24 y 48 horas.

Tabla 9. Disefio experimental y tratamientos empleados para la variable rendimiento

(mg/Kg)
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Estado Dosis Tiempos de | Tipo de
Variable fenoloégico uvB adaptacion | matriz | Tratamiento
EFly EF2 | D1Y D2 Tay Th SyF
EF1 D1 Ta F 1
EF1 D1 Tb F 2
EF1 C11 Ta F Control 1
EF1 Ci12 Tb F Control 2
EF1 D2 Ta F 3
EF1 D2 Tb F 4
EF1 Cc21 Ta F Control 3
EF1 Cc22 Tb F Control 4
EF1 D1 Ta F 5
EF1 D1 Tb F 6
EF1 Ci11 Ta F Control 5
EF1 Ci12 Tb F Control 6
EF1 D2 Ta F 7
EF1 D2 Tb F 8
EF1 C21 Ta F Control 7
Rendimiento EF1 C22 Th F Control 8
EF2 D1 Ta S 9
EF2 D1 Tb S 10
EF2 Ci11 Ta S Control 9
EF2 Ci12 Th S Control 10
EF2 D2 Ta S 11
EF2 D2 Tb S 12
EF2 c21 Ta S Control 11
EF2 C22 Tb S Control 12
EF2 D1 Ta S 13
EF2 D1 Tb S 14
EF2 C11 Ta S Control 13
EF2 C12 Tb S Control 14
EF2 D2 Ta S 15
EF2 D2 Thb S 16
EF2 c21 Ta S Control 15
EF2 Cc22 Tb S Control 16

En la tabla 9, las abreviaturas en estado fenolégico corresponden a 75 dias después de
trasplante (EF1) y 92 dias después de trasplante (EF2), las dosis de radiacién UVB 0,05
Wh. m*? (D1) y 0,075 Wh. m? (D2), los tiempos de adaptacion Ta y Tb respectivamente
son 24 y 48 horas y las matrices de extraccion secas (S) y frescas (F).

Tabla 10. Disefio experimental y tratamientos empleados para las variables: fenoles

totales, flavonoides totales, antocianos totales e indice de saponificacion
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Estado Dosis T|eg1epos Tipo de
Variables fenoldgico uvB adaptacion matriz | Tratamiento
EF1ly EF2 | D1Y D2 Tay Th SYyF
EF1 D1 Ta F 1
EF1 D1 Tb F 2
EF1 Cl1 Ta F Control 1
EF1 C12 Tb F Control 2
EF1 D2 Ta F 3
EF1 D2 Tb F 4
EF1 Cc21 Ta F Control 3
EF1 Cc22 Tb F Control 4
EF1 D1 Ta F 5
EF1 D1 Tb F 6
EF1 C11 Ta F Control 5
Fenoles EF1 C12 Th F Control 6
totales EF1 D2 Ta F 7
. EF1 D2 Tb F 8
F'a"onlo'des EF1 C21 Ta F Control 7
totales EF1 C22 Tb F Control 8
. EF2 D1 Ta S 9
Anttgtgggos EF2 D1 Tb S 10
EF2 C11 Ta S Control 9
indice de EF2 C12 Tb S Control 10
saponificacion EF2 D2 Ta S 11
EF2 D2 Tb S 12
EF2 Cc21 Ta S Control 11
EF2 Cc22 Tb S Control 12
EF2 D1 Ta S 13
EF2 D1 Tb S 14
EF2 Cl1 Ta S Control 13
EF2 C12 Tb S Control 14
EF2 D2 Ta S 15
EF2 D2 Tb S 16
EF2 Cc21 Ta S Control 15
EF2 c22 Tb S Control 16

En la tabla 10, las abreviaturas en estado fenoldgico corresponden a 75 dias después de
trasplante (EF1) y 92 dias después de trasplante (EF2), las dosis de radiacion UVB 0,05
Wh. m? (D1) y 0,075 Wh. m? (D2), los tiempos de adaptacién Ta y Th respectivamente
son 24 y 48 horas y las matrices de extraccion secas (S) y frescas (F).
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Tabla 11. Diseflo experimental y tratamientos empleados para la variable actividad
antioxidante.

Estado Dosis Tle:jnepos Tipo de
Variables fenoldgico uvB adaptacion matriz | Tratamiento
EF1y EF2 | D1Y D2 Tay Tb SyF
EF1 D1 Ta F 1
EF1 D1 Tb F 2
EF1 Cl1 Ta F Control 1
EF1 C12 Tb F Control 2
EF1 D2 Ta F 3
EF1 D2 Tb F 4
EF1 cz21 Ta F Control 3
EF1 Cc22 Tb F Control 4
Patréon de acido ascorbico
EF1 D1 Tb S 5
EF1 D1 Ta S 6
EF1 C11 Tb S Control 5
EF1 C12 Ta S Control 6
EF1 D2 Tb S 7
EF1 D2 Ta S 8
EF1 cz21 Tb S Control 7
EF1 Cc22 Ta S Control 8
Actividad Patréon de acido ascorbico
antioxidante EF2 D1 Ta F 9
EF2 D1 Tb F 10
EF2 Ci11 Ta F Control 9
EF2 C12 Tb F Control 10
EF2 D2 Ta F 11
EF2 D2 Tb F 12
EF2 c21 Ta F Control 11
EF2 c22 Tb F Control 12
Patrén de acido ascorbico
EF2 D1 Ta S 13
EF2 D1 Tb S 14
EF2 Ci11 Ta S Control 13
EF2 C12 Tb S Control 14
EF2 D2 Ta S 15
EF2 D2 Tb S 16
EF2 cz21 Ta S Control 15
EF2 Cc22 Tb S Control 16
Patrén de acido ascorbico

En la tabla 11, las abreviaturas en estado fenoldgico corresponden a 75 dias después de
trasplante (EF1) y 92 dias después de trasplante (EF2), las dosis de radiaciéon UVB 0,05
Wh. m? (D1) y 0,075 Wh. m? (D2), los tiempos de adaptacién Ta y Th respectivamente
son 24 y 48 horas y las matrices de extraccion secas (S) y frescas (F).
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Con el fin de facilitar el analisis de los resultados obtenidos se generan las tablas 12, 13
y 14, en las cuales se presenta el resumen de los 16 tratamientos aplicados con sus
respectivos controles, propios del disefio factorial 2* empleando controles separados
para cada tratamiento.

Tabla 12. Resumen de los tratamientos aplicados para la variable: porcentaje de materia
seca.

Consecutivo Combinacioén Tratamiento

1 EF:1, TR1, TA1l 1
2 EF:1, TR1, TA2 2
3 EF:1, C11, TAl Control T1
4 EF:1, C12, TA2 Control T2
5 EF:1, TR2, TA1l 3
6 EF:1, TR2, TA2 4
7 EF:1, C21, TAl Control T3
8 EF:1, C22, TA2 Control T4
9 EF:2, TR1, TAl 5
10 EF:2, TR1, TA2 6
11 EF:2, C11, TAl Control T5
12 EF:2, C12, TA2 Control T6
13 EF:2, TR2, TAl 7
14 EF:2, TR2, TA2 8
15 EF:2, C21, TAl Control T7
16 EF:2, C22, TA2 Control T8

las abreviaturas EF, TR, C, TA, M, corresponden respectivamente a: Estado fenolégico
(EF), tratamiento UV (TR) (1: 0,05 W h.m?y 2: 0,075 W h.m™), control (C) y tiempo de
adaptacion (TA) (1: 24hy 2: 48h)
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Tabla 13. Tratamientos aplicados para las variables medidas; rendimiento de extraccién,
fenoles totales, flavonoides totales, antocianinas totales e indice de saponificacién.
Tratamiento

Consecutivo Combinacion

1 EF:1, TR1, TA1, M1 1
2 EF:1, TR1, TA2, M1 2
3 EF:1, C11, TA1, M1 Control T1
4 EF:1, C12, TA2, M1 Control T2
5 EF:1, TR2, TA1, M1 3
6 EF:1, TR2, TA2, M1 4
7 EF:1, C21, TAl1, M1 Control T3
8 EF:1, C22, TA2, M1 Control T4
9 EF:1, TR1, TA1, M2 5
10 EF:1, TR1, TA2, M2 6
11 EF:1, C11, TA1, M2 Control T5
12 EF:1, C12, TA2, M2 Control T6
13 EF:1, TR2, TA1, M2 7
14 EF:1, TR2, TA2, M2 8
15 EF:1, C21, TAl1, M2 Control T7
16 EF:1, C22, TA2, M2 Control T8
17 EF:2, TR1, TA1, M1 9
18 EF:2, TR1, TA2, M1 10
19 EF:2, C11, TAl1, M1 Control T9
20 EF:2, C12, TA2, M1 Control T10
21 EF:2, TR2, TA1, M1 11
22 EF:2, TR2, TA2, M1 12
23 EF:2, C21, TAl1, M1 Control T11
24 EF:2, C22, TA2, M1 Control T12
25 EF:2, TR1, TA1, M2 13
26 EF:2, TR1, TA2, M2 14
27 EF:2, C11, TA1, M2 Control T13
28 EF:2, C12, TA2, M2 Control T14
29 EF:2, TR2, TA1, M2 15
30 EF:2, TR2, TA2, M2 16
31 EF:2, C21, TAl1, M2 Control T15
32 EF:2, C22, TA2, M2 Control T16

las abreviaturas EF, TR, C, TA, M, corresponden respectivamente a: Estado fenolégico
(EF), tratamiento UV (TR) (1: 0,05 W h.m?y 2: 0,075 W h.m®), control (C), tiempo de
adaptacion (TA) (1: 24h y 2: 48h) y matriz (M) (1: fresco y 2: seco).
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Tabla 14. Tratamientos aplicados para la variable actividad antioxidante.

Consecutivo

ol
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Combinacion

EF:1, TR1, TA1, M1
EF:1, TR1, TA2, M1
EF:1, C11, TA1, M1
EF:1, C12, TA2, M1
EF:1, TR2, TA1, M1
EF:1, TR2, TA2, M1
EF:1, C21, TA1, M1
EF:1, C22, TA2, M1
PTR ASB
EF:1, TR1, TA1, M2
EF:1, TR1, TA2, M2

EF:1, C11, TAl1, M2
EF:1, C12, TA2, M2
EF:1, TR2, TA1, M2
EF:1, TR2, TA2, M2
EF:1, C21, TAl1, M2
EF:1, C22, TA2, M2
PTR ASB
EF:2, TR1, TA1, M1
EF:2, TR1, TA2, M1
EF:2, C11, TA1, M1
EF:2, C21, TA2, M1
EF:2, TR2, TA1, M1
EF:2, TR2, TA2, M1
EF:2, C21, TA1, M1
EF:2, C22, TA2, M1
PTR ASB
EF:2, TR1, TA1, M2
EF:2, TR1, TA2, M2
EF:2, C11, TA1, M2
EF:2, C21, TA2, M2
EF:2, TR2, TA1, M2
EF:2, TR2, TA2, M2
EF:2, C21, TAl1, M2
EF:2, C22, TA2, M2
PTR ASB

Tratamiento

1

2
Control T1
Control T2

3

4
Control T3
Control T4

Patrén acido ascérbico
5
6

Control T5
Control T6
7
8
Control T7
Control T8
Patrén acido ascérbico
9
10
Control T9
Control T10
11
12
Control T11
Control T12
Patrén acido ascérbico
13
14
Control T13
Control T14
15
16
Control T15
Control T16
Patrén acido ascoérbico

Las abreviaturas EF, TR, C, TA, M, corresponden respectivamente a: Estado fenoldgico
(EF), tratamiento UV (TR) (1: 0,05 W h.m?y 2: 0,075 W h.m®), control (C), tiempo de
adaptacion (TA) (1: 24h y 2: 48h) y matriz (M) (1: fresco y 2: seco).
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4. Resultados y discusion

A continuacion se presentan los resultados generales del estudio para las variables
materia seca, rendimiento, contenido de fenoles, contenido de flavonoides, contenido de
antocianos, indice de saponificacion y actividad antioxidante, evaluados a través de las
combinaciones propias del disefio experimental, se recomienda para un correcto analisis
e identificacién de los tratamientos el uso de las tablas presentadas en la seccion anterior
gue permiten desglosar las combinaciones y niveles de los factores analizados.

4.1. Efecto de la aplicacion de radiacion UV-B en el
porcentaje de materia seca.

Mediante el andlisis estadistico se identificaron diferencias significativas entre los
tratamientos 1 y 8 con sus respectivos controles, lo anterior indica que existe efecto
positivo de la radiacion UVB en el parametro materia seca. Para los tratamientos 2, 3, 4,
5, 6 y 7 no se presentaron diferencias significativas con respecto a sus controles, sin
embargo present6 una tendencia positiva. En el tratamiento 8 se evidencié un aumento
del 15,84% con respecto al control en el porcentaje de materia seca en plantas de tomillo
a los 92 ddt, radiacién 0,075 Wh.m? (T2) y un tiempo de adaptacién de 48 horas (Th).
Para el tratamiento 1 se identific6 un aumento de 12,71% a los 75 ddt sometidas a una
radiacion 0,05 Wh.m? (T1) y un tiempo de adaptacién de 24 horas (Ta). Al realizar las
comparaciones entre los tratamientos, no se identificaron diferencias significativas, pero
se pudo determinar una respuesta positiva, medida en el incremento porcentual de la
materia seca para todos los tratamientos. Adicionalmente se identificé que el tiempo de
adaptacion no tiene correlacion con la variable analizada.

Tabla 15. Porcentaje de masa seca promedio (MS%) de hojas y tallos de tomillo.

uvB
(T1: 0,025 Tiempo de
feﬁf)}ggic)co Vthan ?g:});icr'f’; Tratamiento % de materia seca Control AMs
0,075 Tb: 48 h)
Wh.m?
75 ddt* T1 Ta 1 40,36+1,69 (B, A) 35,81+2,82 (D) 12,71
(punto de Th 2 38,41+2,48 (B, D, A, C) 35,40+1,58 (D) 8,50
corte) ™ Ta 3 39,91+2,58 (B, A, C) 36,56+2,90 (B, D, C) 9,16
Th 4 37,93+2,37 (B, D, A, C) | 37,22+2,08 (B, D, A,C)| 1,91
92 ddt+ n Ta 5 38,84+3,01 (B, D, A, C) | 37,56+2,34 (B, D, A, C)| 7,41
(plena Th 6 38,99+2,94 (B, D, A, C) 36,42+2,97 (D, C) 7,06
floracién) T Ta 7 37,79+1,61 (B, D, A, C) 35,67+2,51 (D) 5,94
Tb 8 40,74+2,42 (A) 35,17+2,74 (D) 15,84

*ddt: dias después de trasplante
AMs: Cambio porcentual del tratamiento respecto al control
Prueba de Tukey: Letras diferentes, indica diferencias significativas Tukey (HDS).

Las abreviaturas en la tabla corresponden: en los tratamientos (T1): 0,05 Wh m? y (T2):
0,075 Wh m? de radiacién UV-B acumulada, para los estado fenolégico punto de corte
(75 ddt) y plena floracion (92 ddt), los tiempos de adaptacion Ta y Tb hacen referencia al
tiempo de adaptacion y equivalen respectivamente a 24 y 48 h. Se emplearon controles
separados por cada tratamiento, estos hacen referencia a material vegetal no tratado con
UV-B artificial.
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Figura 11. Porcentaje de materia seca para plantas de tomillo a los 75 y 92 ddt.
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En la figura 11, encerrado en las figuras ovaladas de color rojo se desatacan los
tratamientos con mayor cantidad de materia seca. Las abreviaturas en las columnas
indican; CT: control y T: tratamiento.

De acuerdo con los resultados obtenidos se pudo identificar que la accién de dosis
medidas y controladas de radiacion UV-B, pueden actuar como elicitores fisicos-externos
(Namdeo, 2007), promoviendo una respuesta positiva en la produccion de biomasa,
expresada en el contenido de materia seca de las plantas evaluadas; este
comportamiento, segun Barnes et. al., (1996) y Pérez et. al., (2009), es inducido por
variaciones en las tasas fotosintéticas producto de aumento o disminucién en la
asimilacién de carbono por parte de las plantas (Qaderi et al., 2007), el comportamiento
puede variar de una especie a otra y es notorio en especies susceptibles a radiacion UV-
B (Barnes et al., 1996; Tittmann, 2010). Por otra parte es posible que estos cambios sean
promovidos con el fin de generar resistencia o activar mecanismos de defensa ante
estimulos externos, mediante la activacion de rutas biosinteticas que permiten producir
sustancias fotoprotectoras (metabolitos secundarios) que se distribuyen especialmente
en el mesofilo de las hojas (Schreiner y Huyskens, 2006). Los resultados que se
presentan en la Figura 11, son acordes con los valores obtenidos en estudios realizados
en plantas del géneros Mentha (Karousou et al., 1998; Ramirez et al., 2013), Rosmarinus
(Luis et al., 2007; Ramirez et al.,2013), Brassica (Qaderi et al., 2007) y Passiflora (Cechin
et al., 2012).
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Sin embargo; estos resultados también son contrastantes con los presentados por
Hidema y Kumagai (2006) y Sanjay (2011; 2014), en donde se reporta disminucion de la
biomasa en arroz y soya respectivamente. Es importante mencionar que el érgano
tratado (parte del vegetal), el momento de aplicacién de los tratamientos (cosecha o
poscosecha), la dosis de radiacion aplicada y los tiempos de adaptacion, son
determinantes en la consecucion del resultado, por tal motivo es de vital importancia
identificar estos parametros antes de iniciar un tratamiento.

Una de las observaciones relevantes y que motiva a continuar con la investigacion es
diferenciar las rutas metabdlicas que estdn implicadas en la produccién de biomasa
generada a partir de la elicitacion con UV-B y establecer la posible existencia de una
afectacion a nivel del mRNA y el ADN (Hollésy, 2002). Algunos trabajos como los
realizados por Stratman (2003) y Rodrigues et al, (2006), indican que el fotosistema Il
seria el sitio potencial en el cual se presenta mayor respuesta ante los estimulos con UV-
B.

4.2. Efecto de las dosis de radiacion UV-B en el rendimiento
de extraccion.

Los datos de rendimiento permiten evidenciar el comportamiento fisiologico de las
plantas como respuesta al estrés controlado al cual fueron inducidas. Mediante el andlisis
estadistico se establecieron diferencias significativas entre los tratamientos y sus
respectivos controles. Los mejores resultados se obtuvieron con extractos provenientes
de matrices secas, estado fenolégico 75 ddt y 0,05 Wh m™ correspondientes a los
tratamientos 10 y 9, con un aumento en g.Kg™ respectivamente de 32,32% y 31,77%, es
importante mencionar que respecto a la dosis los tratamientos con 0,075 Wh m™ artificial;
12 y 11 fueron catalogados como promisorios con un incremento de 30,90% y 23,49%
(Tabla 16).

Con matriz seca, estado fenoldgico 92 ddt y 0,05 Wh m™ los mejores tratamientos fueron
13, 14, con un aumento de 13,22% y 4,60% respecto al control. Caso contrario se
presentd en los tratamientos con 0,075 Wh m? 15 y 16, los cuales presentaron un efecto
adverso en el rendimiento de extracto con una reduccion de 12,81% y 14,88%.

En cuanto a los extractos provenientes de matrices frescas, estado fenolégico 75 ddt y
0,05 Wh m?, no se evidenci6 diferencia estadistica, sin embargo se identific6 una
tendencia positiva en los tratamientos 1 y 2 con un aumento de 18,03% y 20,29%. Los
tratamientos con 0,075 Wh m™ 3y 4 tuvieron un aumento no significativo de 10,03% y
8,89%.

Los extractos obtenidos a partir de matrices frescas, estado fenoldgico 92 ddt y 0,075 Wh
m™, correspondientes a los tratamientos 7 y 8 presentaron el mejor comportamiento
durante las extracciones, con aumento respecto a sus respectivos controles de: 71,88% y
54,98%, opuesto a esta situacion encontramos los tratamientos 5 y 6 con una reduccion
en el rendimiento de extracto de: 18,11% y 20,39% (Figura 12 y Tabla 16).

Se identificé una correlacion positiva perfecta entre la matriz seca y el rendimiento de

extraccion y una correlacién negativa entre la matriz fresca y el rendimiento de
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extraccion, esta situacion es explicada por la mayor cantidad de material disponible para
extraccion después de secado, gracias a la disminucion significativa en el contenido de
humedad de las muestras, permitiendo un mayor contenido de matriz de extraccion
aumentando la eficiencia en el proceso extractivo.

Tabla 16. Porcentaje de rendimiento promedio obtenidos con los tratamientos

UVB (T1: ) .
0,05 Wh,m" Tlempo_(!e Matriz F Rendimiento (g
Estado 2 ] adaptacion | (Fresco) .
. y T2: A Tratamiento | de extracto por Control AR
fenoldgico (Ta:24hy yS .
0,075 Tb: 48 h) (Seco) Kg de tomillo)
Wh.m? :
T Ta F 1 12,24 + 1,15 (F, E) 10,37 +1,39 (F, G) | 18,03
Th F 2 12,51+ 0,88 (F, E) 10,40+ 1,31 (F, G) 20,29
Ta F 3 11,19+ 1,28 (F, G 10,17 +0,82 (F, G 10,03
75 ddt* T2 LB ES) L0829
( unto de Th F 4 10,90+ 1,11 (F, G) 10,01+ 1,18 (F, G) 8,89
pCOI‘te) T1 Ta S 9 25,63 +2,69 (A) 19,45+ 1,43 (C, B) 31,77
Th S 10 24,93 +2,50 (A) 18,84 +1,29 (C, B) 32,32
T2 Ta S 11 23,92 +3,15 (A) 19,37+ 0,62 (C, B) 23,49
Th S 12 24,61 3,61 (A) 18,80+ 0,90 (C, B) 30,90
T Ta F 5 8,41 + 2,48 (G) 10,27 +2,08 (F, G) | -18,11
Th F 6 8,51+ 2,55 (G) 10,69 + 2,60 (F, G) -20,39
Ta F 7 16,50+ 1,21 (C, D) 9,60 +1,92 (F, G) 71,88
92 ddt* T2
( lena Th F 8 15,08 + 2,99 (E, D) 9,73+1,49 (F, G) 54,98
florr)acién) T Ta S 13 18,76 + 0,98 (C, B) 16,57 +2,11 (C, D) 13,22
Th S 14 18,41+0,85(C,B) |17,60+1,32(C,B,D)| 4,60
T2 Ta S 15 17,63 £ 1,40 (C, B, D) 20,22 +2,50 (B) -12,81
Th S 16 17,16 £ 1,35 (C, B, D) 20,16 + 2,27 (B) -14,88

*ddt: dias después de trasplante
AR: Cambio porcentual del tratamiento respecto al control
Prueba de Tukey: Letras diferentes, indica diferencias significativas Tukey (HDS).

En la tabla 16 las abreviaturas corresponden a: (T1): 0,05 Wh m? vy (T2): 0,075 Wh m™
de radiaciéon UV-B acumulada, para los estado fenolégico punto de corte (75 ddt) y plena
floraciébn 92 ddt), los tiempos de adaptacion Ta y Tb hacen referencia al tiempo de
respuesta y equivalen respectivamente a 24 y 48 h. Se emplearon controles separados
por cada tratamiento, estos hacen referencia a rendimientos de extraccion de plantas no
tratadas con UV-B artificial.

Es conocido que la cantidad de radiacion UVB a la cual estdn expuestas las plantas,
puede variar de acuerdo a multiples factores, especificamente nubosidad, gases de
efecto invernadero, altura entre otras (Wang y Schimel, 2003; Rivas et al., 2008;
Benavides, 2010). El incremento en altura (msnm) se ha correlacionado con el aumento
en el contenido y la calidad de los metabolitos secundarios de las plantas, encontrando
perfiles quimicos con una mayor cantidad y mejor calidad de compuestos a mayor altura
(Carrasco, 2009), por tanto es de esperar que las plantas sometidas a dosis
complementarias y moderadas de radiacion UVB tengan una respuesta positiva en
cuanto a su composicion quimica.
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La forma empleada para estimar esta respuesta fue la cuantificacion de extractos
obtenidos de plantas tratadas y no tratadas con la tecnologia UVB. Como se presenté en
la tabla 16, existi6 una respuesta positiva por parte de las plantas de tomillo a las
diferentes dosis empleadas, los resultados obtenidos son acordes con los presentados
por (Karousou et al., 1998; Luis, Pérez, y Gonzélez, 2007 y Qaderi et al., 2007) quienes
en materiales vegetales mediante dosis que variaban entre 0,045-0,8 W.m™ lograron
incrementos en el rendimiento de extraccién entre el 20-40% respecto a los controles.

Figura 12. Porcentaje de rendimiento para tomillo en cada uno de los tratamientos.
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En la figura 12, se resaltan los tratamientos que producen un mayor rendimiento con las
figuras ovaladas de color rojo. Las abreviaturas T y CT, hacen referencia a los
tratamientos y controles respectivamente. Letras diferentes, indica significancia de los
tratamientos Tukey (HDS).

La radiacibn UVB como se mencion6 en el marco teérico, puede estimular diferentes
rutas metabdlicas a nivel celular, entre ellas esta la ruta del acido shikimico y la ruta del
acido mevalénico, por las cuales se activa la produccion de fenoles, especialmente
algunos monoterpenos, flavonoides y antocianos, con el fin de disminuir la penetracién
de la radiacion en el mesofilo en la hoja y asi evitar los procesos de inactivacion
fotosintética y demas procesos que conllevan a la inactivacion de la célula (Jansen et al.,
2008; Carrasco, 2009). Estos compuestos al ser acumulados en las zonas foliares y
tallos jovenes, pueden ser extraidos y en comparacion con plantas no sometidas al
proceso de elicitacion, tendrdn un mayor contenido de estos compuestos.
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Como se present6 en la tabla 16 y la figura 12, los mejores resultados en rendimiento de
extraccion se obtuvieron en plantas tratadas con la tecnologia en matrices secas y
estado fenolégico punto de corte (75ddt). Sin embargo, algunos autores han reportado
gue la cantidad de aceite esencial es superior en plantas de tomillo en floracién
empleando como método de extraccion arrastre con vapor en plantas no tratadas con
radiacion UVB (Taghi y Razaei, 2008), cabe anotar que estos resultados se obtuvieron
con un método de extraccion diferente (hidrodestilacion asistida con microondas) y que
las plantas de tomillo no habian sido sometidas a la aplicacion de dosis de radiacion
UVB.

4.3. Efecto de las dosis de radiacion UV-B en el contenido de
fenoles totales.

Se identific6 una respuesta positiva en todo el ensayo y sus diferentes combinaciones,
por parte de las plantas sometidas al estimulo con radiacion UVB. Es importante
mencionar que el mayor contenido de fenoles totales se obtuvo mediante el tratamiento
10 con plantas en estado fenoldgico punto de corte (75 ddt), T1 (0,05 Wh m™?), Ta (24 h)
y matrices frescas, con un aumento estadisticamente significativo de 37,84%, seguido del
tratamiento 7 con plantas en estado fenoldgico plena floracion (92 ddt), T2 (0,075 Wh m’
%), Ta (24 h) y matrices frescas, con un aumento estadisticamente significativo de 35,71%
respecto al control como se presenta en la tabla 17.

Se identific6 un aumento en el contenido de fenoles totales en los tratamientos 8 y 11
gue involucraron plantas en estado fenoldgico 92 ddt, matrices frescas, T2 (0,075 Wh.m’
%), logrando incrementos de 33,84% con tiempo de adaptacion de 48h y plantas en
estado fenoldgico 75 ddt, matrices frescas, T2 (0,075 Wh.m), con tiempo de adaptacion
de 24 h del 24,05% respecto al control. Siendo el tratamiento 15 el menos favorable con
una respuesta positiva de 3,27% respecto a su control.

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con los mejores
resultados, sin embargo; se identificd una correlacion negativa entre el estado fenoldgico
y el tipo de matriz de extraccién con un indice de 0,776, afectando el contenido de
fenoles totales el estado fenolégico 92 ddt y las matrices secas, como se presenta en la
tabla 17.
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Tabla 17. Contenido de fenoles totales de las muestras de tomillo.

Tiempo

Estado | UVB de . . .

o | Thy | o |z e | s acow Gorcemmese | oo | e
o] T2 | 6n (Tay
Tb)

m Ta F 1 17,85 £ 0,59 (B, A, C) 14,66 + 0,45 (E, G ,D, F) 21,76
Tb F 2 17,55+ 0,23 (B, D, A, C) 14,57 + 0,20 (E, G, D, F, H) 20,45
75ddt | 1 Ta F 3 19,46 + 0,26 (A) 15,7272+ 1,74 (E,D,F,C) | 2373
(punto Th F 4 19,48 + 0,32 (A) 17,44+ 0,76 (B, D, A, C) 11,70
de 1 Ta S 9 12,07 + 0,42 (L,G,K,M,N,J,H,]) 11,27 + 0,07 (L, K, M,N,J) 7,10
corte) Tb S 10 15,81 + 0,50 (E,D,F,C) 11,47 + 2,06 (LK,M,N,J,H,1) 37,84
T2 Ta S 11 14,03 + 0,95 (E,G,K,F,J,H,1) 11,31 + 0,45 (L,K,M,N,J) 24,05
Th S 12 13,62 + 1,48 (L,G,K,M,F,J.H,1) 11,41+ 1,77 (LK,M,N,J,1) 19,37
1 Ta F 5 16,25 + 0,21 (E, B, D, F, C) 14,61+ 0,51 (E, G, D, F, H) 11,23
Tb F 6 17,04+ 0,56 (E, B, D, A, C) 13,85+ 2,05 (L, G, K, F, J,H, 1) | 2303
92ddt | 1 Ta F 7 19,57 + 0,09 (A) 14,42 0,17 (E, G, D, F, J, H,1) [ 3571
(plena Th F 8 19,38 £ 0,20 (B, A) 1448+ 1,92 (E,G,D,F,H,) | 3384
floracio 1 Ta S 13 11,23 £ 0,91 (LK,MN) 10,19 £ 0,32 (N) 10,21
n) Tb S 14 12,16 + 1,03 (L,G,K,M,N,J,H,1) 10,61 + 0,65 (M, N) 14,61
T2 Ta S 15 11,38 + 1,61 (LK,M,N,J,1) 11,02 + 0,86 (L,K,M,N) 3.27
Th S 16 12,38+ 0,61 (L, G, K, M, N, J,H,]) 10,82 + 0,55 (L,M,N) 14,42

*ddt: dias después de trasplante
AFT: Cambio porcentual del tratamiento respecto al control
Prueba de Tukey: Letras diferentes, indica diferencias significativas Tukey (HDS).

Las abreviaturas en la tabla 17, corresponden a: (T1): 0,05 Wh m-2 y (T2): 0,075 Wh m-2
de radiacion UV-B acumulada, para los estado fenoldgico punto de corte (75 ddt) y plena
floraciébn 92 ddt), los tiempos de adaptacion Ta y Tb hacen referencia al tiempo de
respuesta y equivalen respectivamente a 24 y 48 h. Se emplearon controles separados
por cada tratamiento, estos hacen referencia al contenido de fenoles de extractos de
plantas no tratadas con UV-B atrtificial.

Los resultados obtenidos en cuanto a la cantidad de fenoles producidos durante el
proceso de elicitacibn en comparaciébn a sus controles, son acordes con trabajos
presentados en los géneros; Mentha (Karousou et al., 1998), Rosmarinus (Luis et al.,
2007), Brassica (Qaderi et al., 2007), Passiflora (Cechin et al.,, 2012) y Vaccinium
(Inostroza et al., 2014), en los cuales se reportan aumentos estadisticamente
significativos en la composiciéon de fenoles, especialmente monoterpenos oxigenados
como; 1,8-Cineol, Camphor, Timol y Carvacrol) y algunos monoterpenos hidrogenados
como; a-pineno. Estos compuestos se han identificado como mayoritarios en los
diferentes perfiles quimicos de tomillo y son considerados de gran importancia por su
caracter antioxidante y antiinflamatorio (Jordan et al., 2006; De Lisi et al., 2011; Nickavar
y Esbati et al., 2012).
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Figura 13. Diagrama de barras con el resumen de los resultados obtenidos en los
ensayos de fenoles totales para las plantas de tomillo irradiadas y no irradiadas
(controles).
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En la figura 13, se resaltan con las figuras ovaladas en color rojo los tratamientos con
mayor contenido de fenoles totales. Las abreviaturas T y CT, hacen referencia a los
tratamientos y controles respectivamente.

Como se puede observar en la figura 13, el efecto del tipo de matriz en la composicion
fenolica de los extractos fue determinante, esta situacion es explicada por el caracter
termolabil de la mayoria de los terpenos involucrados en extractos y aceites esenciales
de plantas arométicas (Jacobs y Elderfield, 1938; Taghi y Razaei. 2008; Jansen et al.,
2008; dos Santos et al.,, 2015), estos resultados pueden ser contrastantes con los
obtenidos por Turtola et al (2006) y Randriamanana et al. (2015), quienes reportan la
inexistencia de efectos significativos en el crecimiento y perfii de compuestos
secundarios en Pinus sylvestris, Picea abies y Populus tremula. Es importante mencionar
gue los resultados obtenidos en esos estudios, se realizaron aplicando diferentes dosis
de UVB en semillas y las plantas objeto de estudio se adaptaron a flujos de radiacién
UVB superiores a las dosis empleadas en este estudio.
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4.4. Efecto de las dosis de radiacion UV-B en el contenido de
flavonoides totales.

El mayor contenido de flavonoides en los extractos se obtuvo con el tratamiento 8,
mediante la combinacion de plantas en estado fenoldgico 92 ddt, T2 (0,075 Wh.m?),
matrices frescas y tiempo de adaptacion de 48 h, con un incremento respecto al control
de 80.00%, adicionalmente a esta combinacion, encontramos el tratamiento 7 con
plantas en 92 ddt, T2 y tiempo de adaptacion de 24 h que presentaron un incremento de
61,40%. Es importante destacar los resultados obtenidos con los tratamientos 4 y 3,
provenientes de plantas en estado fenolégico 75 ddt y T2 (0.075 Wh.m™), los cuales en
sus dos tiempos de adaptacion presentaron incrementos significativos en el contenido de
flavonoides del 52,00% y 38,67% respecto a sus controles. Los resultados menos
favorables se obtuvieron mediante los tratamientos 1 y 2, correspondientes a las
combinaciones 75 ddt, T1, Ta y Tb con incrementos del 10,96% y 14,08%, seguidos de
los tratamientos 5 y 6 obtenidos mediante las combinaciones 92 ddt, T1, Ta y Tb con
incrementos del 22,95% y 20,97%. El resumen de estos resultados se presenta en la
Tabla 18. Para el contenido de flavonoides en extractos de tomillo, se establecié una
correlacion negativa entre el estado fenoldgico y el tipo de matriz, con un indice de 0,82,
siendo los tratamientos menos favorables aquellos provenientes de plantas en estado
fenoldgico 92 ddt y matrices secas para la obtencién del extracto.

Tabla 18. Contenido de flavonoides totales

uvB
(T1:
0,05 Tiempo de | Matriz F
Estado Wg,m- adapt?acién (Fresco) . mg QRT /9 (mg de
fenolégico y (Ta: 24 h S Tratamiento guercetina por Control AFLT
9 T2: . Y Y gramo de muestra)
0,075 Th: 48 h) (Seco)
Wh,m-
2
T1 Ta F 1 0,081 + 0,001 (E) 0,073 + 0,003 (G) 10,96
Th F 2 0,081 + 0,001 (F, E) 0,071 + 0,003 (G) 14,08
75 ddt T Ta F 3 0,104 + 0,001 (B) 0,075 + 0,001 (G) 38,67
(punto de Th F 4 0,114 + 0,002 (A) 0,075 + 0,001 (G) 52,00
corte) T1 Ta S 9 0,047 + 0,003 (K) 0,036 + 0,002 (M) 30,56
Tb S 10 0,045 + 0,001 (L, K) 0,035 + 0,001 (M) 28,57
T2 Ta S 11 0,057 + 0,001 (I, H,)J) 0,039 + 0,001 (M) 46,15
Tb S 12 0,056 + 0,002 (I, )) 0,039 + 0,001 (M) 43,59
T1 Ta F 5 0,075 + 0,002 (G) 0,061 + 0,001(l, H) 22,95
Th F 6 0,075 + 0,003 (F, G) 0,062 + 0,001 (H) 20,97
92 ddt T Ta F 7 0,092 + 0,001 (D) 0,057 + 0,001(l, H, J) 61,40
(plena Th F 8 0,099 + 0,002 (C) 0,055 + 0,002 (J) 80.00
floracion) | T1 Ta [S 13 0,040 + 0,002 (L, M) 0,028 + 0,001 (N) 42,86
Tb S 14 0,040 + 0,001 (L, M) 0,028 + 0,001 (N) 42,85
T Ta S 15 0,050 + 0,002 (K) 0,035 + 0,002 (M) 42,86
Th S 16 0,050 + 0,002 (K) 0,035 + 0,001 (M) 42,85

*ddt: dias después de trasplante
AFLT: Cambio porcentual del tratamiento respecto al control
Prueba de Tukey: Letras diferentes, indica diferencias significativas Tukey (HDS).
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Las abreviaturas en la tabla 18 corresponden a: (T1): 0,05 Wh m-2 y (T2): 0,075 Wh m-2
de radiacion UV-B acumulada, para los estado fenoldgico punto de corte (75 ddt) y plena
floracion 92 ddt), los tiempos de adaptacién Ta y Tb hacen referencia al tiempo de
respuesta y equivalen respectivamente a 24 y 48 h. Se emplearon controles separados
por cada tratamiento, estos hacen referencia al contenido de flavonoides de los extractos
provenientes de plantas no tratadas con UV-B artificial. Es conocido el efecto de las
variaciones en la calidad de la luz que incide en las plantas, y se ha estudiado desde la
planta modelo (Arabidopsis), la expresion de las diferentes rutas metabdlicas,
especialmente la ruta de los fenilpropanoides y sus respectivas enzimas, especialmente
la PAL (fenil alanina amonio liasa), la CHS (chalcona sintasa) y CHI (chalcona
isomerasa), las cuales son consideradas triggers o disparadores, que desencadenan la
respuesta de la planta ante estimulos luminicos. Sin embargo, estos aumentos de
metabolitos secundarios, también pueden desencadenar en la planta efectos negativos,
producto de la acumulacién de algunas sustancias de origen fenélico que pueden inhibir
la elongacion de los hipocotilos que pueden afectar el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Graham, 1998). Los resultados obtenidos en cuanto a la cantidad de
flavonoides producidos por accién de la elicitacién con dosis moderadas de radiacion
UVB, son similares a los obtenidos por Dolzhenko et al., 2010 y Luis et al., 2007, en su
trabajos con plantas aromaticas del genero Mentha y Rosmarinus, respectivamente. En
estos estudios dosis bajas (0,05 W m™) de radiacién UVB, estimularon de forma positiva
la produccién de flavonoides (Figura 14). Segun Hidema y Kumagai (2006) y Jansen et
al., 2008, este aumento en la produccién de flavonoides, se genera debido a la
estimulacion de la ruta metabdlica de biosintesis de los fenilpropanoides, especialmente
en las enzimas involucradas en estas rutas, las cuales se activan como respuesta y
defensa de la planta a las variaciones en el contenido de radiacion UVB, dando como
resultado una acumulacién de compuestos fendlicos en el la epidermis, subepidermis,
vacuolas y mesofilo de las hojas, los cuales son ideales para la proteccién del
fotosistema en la planta.

Figura 14. Comparacion del contenido de flavonoides totales en los diferentes

tratamientos y controles.
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En la figura 14, se resaltan con figuras ovaladas en rojo los tratamientos con mayor
contenido de flavonoides totales. Las abreviaturas T y CT, hacen referencia a los
tratamientos y controles respectivamente.

De acuerdo con dos Santos et al.,, 2015, la respuesta de las plantas a estimulos con
radiacion UVB, medidas en el contenido de sustancias fendlicas, ocurre rdpidamente,
dada la necesidad de la planta por proteger el sistema fotosintético. En este estudio, se
evaluo la respuesta de plantas de Kalanchoe pinnata (planta medicinal de importancia en
Brasil), a dosis aplicadas durante 1 dia, 5 dias y 10 dias, no existiendo diferencias
significativas en el contenido de flavonoides entre los espaciamientos temporales, por tal
motivo se establecié que la respuesta de la planta es inmediata y puede medirse poco
tiempo después de ser sometida a los procesos de elicitacién, razén que justifica la
elicitacion durante el proceso de poscosecha como se empled en nuestro estudio,
teniendo la salvedad de que las células de la planta se mantengan vivas antes del
proceso de elicitaciébn. Para el caso especifico del tomillo se ha reportado que el
contenido de flavonoides y fenoles en general depende del método de extraccion, el cual
puede enmascarar o sobreestimar la presencia de los mismos en la planta, de tal forma,
se recomienda el uso de sustancias como metanol y etanol durante la preparacién de las
muestras, pues sustancias como el hexano, etil acetato y cloroformo, no permiten la
identificacion adecuada de las sustancias fendlicas especialmente los flavonoides
(Amzad et al., 2013).

4 5. Efecto de las dosis de radiacion UV-B en el contenido de
antocianinas totales.

En general se presentd una respuesta positiva en el contenido de antocianinas respecto
a las dosis de radiacién UVB. Los mejores tratamientos para obtener una mayor cantidad
de antocianinas totales, medidas en el contenido de cianidina-3-glucosido, se logré con
matrices frescas provenientes de plantas en estado fenoldgico 92 ddt, T2 (0,075 Wh m™)
y tiempos de adaptacion Tbh (48 h) y Ta (24 h) con un incremento de 77,39% y 61,33%
respecto al control. Seguido de estos se encuentran los tratamientos 3 y 4
correspondiente a las combinaciones 75 ddt, T2 (0,075 Wh m™), Tb y Ta con incrementos
de 42,98% y 37,89% (Tabla 19).

Durante el andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el contenido de
antocianinas totales, se estableci6 una correlacion positiva con el contenido de
flavonoides totales con un indice de 0,852, también se estableci6 una correlacion
negativa entre el estado fenolégico y la matriz de extracciéon con un indice de 0,91,
especialmente en las matrices secas y estado fenologico 75 ddt. También se identificd
correlacion positiva entre el contenido de fenoles totales y el contenido de flavonoides
con un indice de 0,913, y con el contenido de antocianos con un indice de 0,826. Estos
resultados son coherentes con el proceso metabdlico y las rutas de biosintesis de las
plantas (Martinez, 2005), y permiten confirmar que la ruta del acido shikimico y del
acetato-malonato estan involucradas durante el proceso de elicitacion con radiaciéon UVB
(Jansen et al., 2008, Carrasco, 2009; Pérez et al., 2009; 2010), pues éstas son las rutas
gue desencadenan la produccion especifica de fenoles.
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Como se mencioné anteriormente, el contenido de antocianinas se vio afectado por el
proceso de secado de la matriz de extraccion, producto de la degradacién de estos
compuestos por accion de la temperatura, este proceso se explicara a continuacion.

Tabla 19. Contenido de antocianinas.

UVB (T1: Tiempo de | Matriz F mgC3G
0,05 Wh,m- s .
Estado ) adaptacion | (Fresco) . (miligramos de
.. 2y T2: ! Tratamiento L9 Control AA
fenoldgico (Ta: 24 hy yS cianidina-3-
0,075 Tb: 48 h) (Seco) glucosido)
Wh,m-2 )
Ta F 1 14,27 + 1,32 (E,D) | 12,16 + 1,53 (E) 17,35
T1
Tb F 2 14,42 + 0,91 (D) | 12,18 + 0,85 (E) 18,39
Ta F 3 17,65 + 0,34 (C) | 12,80 + 0,88 (E,D) 37,89
75 ddt T2
(punto de Tb F 4 18,43 + 0,14 (C) | 12,89 + 0,36 (E,D) 42,98
pcorte) T1 Ta S 9 0,15 + 0,10 (F) 0,09 + 0,00 (F) NA
Th S 10 0,27 + 0,09 (F) 0,16 + 0,10 (F) NA
Ta S 11 0,18 + 0,00 (F) 0,00 + 0,05 (F) NA
T2
Th S 12 0,00 + 0,00 (F) 0,09 + 0,09 (F) NA
Ta F 5 17,11 + 1,37 (C) | 13,10 + 0,24 (E,D) 30,61
T1
Th F 6 17,44 + 1,14 (C) | 13,22 = 0,77 (E,D) 31,92
Ta F 7 28,33 + 1,17 (B) | 17,56 * 0,19 (C) 61,33
92 ddt T2
(plena Tb F 8 30,99 + 1,35 (A) | 17,47 + 0,61(C) 77,39
floracién) T1 Ta S 13 0,18 + 0,09 (F) 0,15 + 0,05 (F) NA
Th S 14 0,09 + 0,15 (F) 0,06 + 0,10 (F) NA
Ta S 15 0,09 + 0,09 (F) 0,07 + 0,05 (F) NA
T2
Th S 16 0,06 + 0,05 (F) 0,00 + 0,00 (F) NA

*ddt: dias después de trasplante

AA: Cambio porcentual del tratamiento respecto al control

NA: No aplica por degradacion en el proceso de secado

Prueba de Tukey: Letras diferentes, indica diferencias significativas Tukey (HDS).

Las abreviaturas en la tabla 19 corresponden a: (T1): 0,05 Wh m-2 y (T2): 0,075 Wh m-2
de radiaciéon UV-B acumulada, para los estado fenolégico punto de corte (75 ddt) y plena
floracion 92 ddt), los tiempos de adaptaciéon Ta y Tb hacen referencia al tiempo de
respuesta y equivalen respectivamente a 24 y 48 h. Se emplearon controles separados
por cada tratamiento, estos hacen referencia al contenido de antocianinas en los
extractos provenientes de plantas no tratadas con UV-B atrtificial.

Las antocianinas luego del proceso de secado no son detectadas, basicamente por
procesos de degradacion, estas reaccionan con el &cido ascorbico y el peréxido de
hidrogeno, que se forma a partir de la reaccién con el acido ascérbico con el agua y las
enzimas presentes en la planta, es importante conocer que las quinonas formadas por la
oxidacion de fenoles, pueden favorecer el deterioro de las antocianinas (Villanueva et al.,
2010).
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Figura 15. Comparacion del contenido de antocianinas en los diferentes tratamientos y
controles.
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En la figura 15 se resalta en las figuras ovaladas de color rojo los tratamientos con mayor
contenido de antocianinas, en el ovalo color violeta, se resalta el efecto adverso de los
cambios de temperatura en la integridad de las antocianinas, las cuales sufrieron un
proceso degradativo, motivo por el cual en el momento de la cuantificacion e
identificacion no pudieron ser determinadas en matrices secas mediante el método
empleado. Las abreviaturas T y CT, hacen referencia a los tratamientos y controles
respectivamente.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son coherentes con los reportados por
Aguilera et al., 2011, en el cual se indica que: “las antocianinas se acumulan en mayor
concentracion en flores y frutas, pero también estan presentes en hojas, tallos, érganos
de almacenamiento y granos. Varias bayas y grosellas negras son las fuentes mas ricas
en antocianinas, aunque la berenjena y los granos pigmentados morados y azules
también contienen altas cantidades de antocianinas”. Estos colores atractivos vy
caracteristicos de las antocianinas, permiten a las plantas soportar cambios de pH,
temperatura y exposicion prolongada a la luz. Para la industria estos compuestos son de
gran interés como fuente de colorantes naturales, sustancias activas de alimentos
funcionales, nutracéuticos y medicamentos (Gorriti et al., 2009).



72 Evaluacién del efecto de la aplicacion de radiacion UV-B durante la poscosecha
en la calidad de los extractos de tomillo (Thymus vulgaris L.)

En cuanto a la cantidad de antocianinas producidas durante el proceso de elicitacion, es
coherente con los resultados presentados por Cechin et al, 2012, en plantas de
maracuya, las cuales al ser sometidas a dosis elevadas de radiacién UVB (8 W m™),
presentaron un mayor contenido respecto a los controles y plantas sometidas a dosis
bajas de radiacion UVB (0,8 W m™), permitiendo establecer a estos compuestos como
metabolitos secundarios importantes en la defensa por parte de la planta ante cambios
en la calidad de la radiacion percibida.

En el caso especifico del tomillo, este contenido de antocianinas es notorio en los
estadios iniciales de las plantas como se presenta en la figura 16, la coloracién se
mantienen hasta plena floracién, disminuyendo su intensidad a medida que avanza en su
proceso de crecimiento y desarrollo.

Figura 16. Coloracion rojiza en el envés de las hojas de tomillo en estadios fenolégicos
iniciales

4.6. Efecto de las dosis de radiacion UV-B en el indice de
saponificacion.

Mediante el andlisis estadistico no se pudo identificar diferencia significativa positiva
entre los tratamientos y sus controles, sin embargo; existen diferencias entre los
tratamientos, siendo los que presentan mayor indice los tratamientos 7 y 6 con aumentos
de 36,22% y 16,22%. Caso contrastante se presento en los tratamientos 16 y 15 con una
disminucion estadisticamente significativa de 45,96% y 39,18% respectivamente en
comparacion con sus controles.
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Tabla 20. Resultados para el indice de saponificacién de los extractos.

uvB
(T1:
V\(l)horsn Tiempo_Qe Matriz F o
Estado 2 y adaptacion | (Fresco) | 1 ,amiento Indice de Control AlS
fenolégico T2 (Ta:24hy yS saponificacion
0,075 Th: 48 h) (Seco)
Wh,m’
2
1 Ta F 1 7,06 + 0,45 (B,A) 7,04 + 0,14 (B,A) 0,28
Th F 2 7,08 + 0,60 (B,A) 6,86 + 0,50 (B,A) 3,21
75 ddt ™ Ta F 3 5,85 + 0,18 (E,B,D,A,C) 6,94 + 0,73 (B,A) -15,71
(punto de Tb F 4 5,86 + 0,14 (E,B,D,AC) | 5,68 + 1,09 (E,B,D,A,C)| 3,17
corte) T1 Ta S 9 5,82 + 0,37 (E,B,D,A,C) 7,03 + 0,24 (B,A) -17,21
Tb S 10 6,95 = 0,77 (B,A) 7,33 + 0,21 (A) -5,18
™ Ta [S 11 4,94 + 0,47 (E,G,D,F,C)| 6,64 + 0,42 (BAC) | -28,60
Tb [S 12 5,37 + 0,77 (E,B,D,F,C) | 6,17 + 0,34 (E,B,D,A,C) | -12,97
T1 Ta F 5 6,51 + 0,36 (B,A,C) 6,24 + 0,65 (E,B,D,A,C) | 4,33
Tb F 6 6,45 + 0,52 (B,D,A,C) 5,55 + 0,49 (E,B,D,C) 16,22
92 ddt ™ Ta F 7 6,23 + 0,51 (E,G,D,F) | 4,57 + 0,03 (E,B,D,AC)| 36,22
(plena Tb F 8 4,77 + 0,19 (E,G,F) 5,71 + 0,17 (E,B,D,AC) | -16,46
floracién) T1 Ta S 13 5,46 + 0,35 (E,B,D,C) | 5,94 + 0,28 (E,B,D,AC) | -8,08
Tb S 14 5,39 + 1,03 (E,B,D,F,C) 6,99 * 0,29 (B,A) -22,89
T2 Ta S 15 3,71 = 0,69 (G,F) 6,10 + 0,28 (E,B,D,A,C) | -39,18
Th S 16 3,61 + 0,61(G) 6,68 + 0,99 (B,A) -45,96

*ddt: dias después de trasplante
AIS: Cambio porcentual del tratamiento respecto al control
Prueba de Tukey: Letras diferentes, indica diferencias significativas Tukey (HDS).

Las abreviaturas presentadas en la tabla 20 corresponden a: (T1): 0,05 Wh.m? y (T2):
0,075 Wh.m? de radiacién UV-B acumulada, para los estado fenoldgico punto de corte
(75 ddt) y plena floracién 92 ddt), los tiempos de adaptacién Ta y Tb hacen referencia al
tiempo de respuesta y equivalen respectivamente a 24 y 48 h. Se emplearon controles
separados por cada tratamiento, estos hacen referencia a los indices de saponificacién
de los extractos provenientes de plantas no tratadas con UV-B artificial.

A pesar de la existencia de métodos mas acertados para determinar la calidad de un
extracto con aplicabilidad a comestibles como lo son el indice de iodo, rancidez oxidativa
y otros. Se trabaj6é el método de indice de saponificacién (indice de Koettstorfeer) pues
los extractos obtenidos mediante el método Randall son ricos en compuestos de alto
peso molecular, convirtiéndose este método en el mas adecuado para la evaluacion de
los extractos de tomillo. Esta decision se fundamenta también en reportes obtenidos en
plantas del genero Thymus por parte de Guenther (1949), quien indica valores para el
numero de saponificacion de especies de tomillo como: Thymus mastichina (5,1 — 13,1),
Thymus hiemalis (7,45-15,44) y Thymus serpyllum (3,68), siendo estos datos
consistentes para el género en el presente estudio, obtenidos valores que oscilaron entre
3,6 y 7,3, dependiendo el tratamiento con UVB vy el estado fenoldgico.
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Es de esperar que extractos con mayor nimero de saponificacion sean mas saturados y
presenten una mayor estabilidad quimica en comparacién con los extractos con menor
namero de saponificacion, los cuales tienden a ser inestables facilitando procesos de
degradacion en los aceites y extractos como la rancidez (Arraiza et al., 2000).

Figura 17. Comparacion del indice de saponificacion en los diferentes tratamientos y
controles.
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En la figura 17 se resalta el tratamiento con mayor indice de saponificacion mediante una
figura ovalada color rojo. Las abreviaturas T y CT, hacen referencia a los tratamientos y
controles respectivamente.

Es importante mencionar que los extractos de tomillo, se caracteriza por su composicion
rica en terpenos (Guillén y Manzanos, 1998; Hudaib et al., 2002; Jordan, et al., 2006; De
Lisi et al., 2011), sin embargo; debido al método de extraccion es posible obtener una
fraccidbn que contiene sustancias saponificables y por tal motivo se pudo cuantificar el
indice de saponificacion.

4.7. Efecto de las dosis de radiacion UV-B en la actividad
antioxidante.

Mediante el andlisis estadistico no se identificaron diferencias significativas entre los
tratamientos y sus controles, ni entre los diferentes tratamientos, sin embargo se
identific6 una tendencia positiva en la mayoria de los tratamientos respecto a los
controles, siendo considerados como promisorios los tratamientos 1 y 8 provenientes de
extractos de plantas con matriz fresca con un aumento del 22,72% y 22,33%. Seguidos a
estos valores encontramos un aumento del 16,27%, el cual se presento en el tratamiento
2 proveniente extractos obtenidos a partir de matrices frescas (tabla 21). Esta situacion
permite inferir que las diferentes dosis de radiacion UVB no afectan la actividad
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antioxidante de los extractos y por el contrario induce expresion de algunos compuestos
qguimicos favorables como lo son los fenoles, especialmente los flavonoides y las
antocianinas.

Tabla 21. Resultados para actividad antioxidante de los extractos, medido en el % de

capacidad antioxidante.

uvB (T1: | T'eMPO | \atriz
0,05 de F . . . .
Esta}dp Wh.m? y agapta(.:l (Fresc Tratamien % c'ap:'jmdad Control Patrop a'CIdO AAA
fenolégico . on (Ta: to antioxidante ascorbico
T2: 0,0?25 24hy 0)yS
Wh,m Tb: 48 h) (Seco)
22,72
Ta F 1 62,34 + 4,32 (E,G,D,F) 50,80 £ 8,49 (G)
T1
Tb F 2 60,83 + 5,50 (E,G,D,F) 52,32+ 8,91 (G,F) 16,27
93,44 + 3,56 (A,B)
Ta F 3 60,2237 + 5,8442 (E,G,D,F) | 55,16+ 4,03 (E,G,F) 3,18
T2
75 ddt Tb F 4 67,09+ 2,77 (E,G,D,F) 58,81+ 7,28 (£,G,D,F) 14,08
(punto de
corte) Ta s 9 70,82+5,82 (E,G,D,F,C) | 71,46+5,64(EGD,F 0,90
T1
Tb s 10 65,41+ 3,58 (E,G,D,F,C) | 62,70+ 4,47 (E,G,D,F) 4,32
95,35 + 1,90 (B,A,C)
Ta s 11 72,82 + 2,75 (E,B,D,F,C) 63,23 +8,91 (E,G,D,F) 1517
T2
Tb s 12 74,51+ 8458 (EBDAC) | 66841514 (EG,D,F) 11,48
Ta F 5 61,83 + 3,99 (E,G,D,F) 52,39+ 6,02 (G,F) 18,02
T1
Tb F 6 57,75 + 12,85 (E,G,D,F) 56,41 + 13,48 (E,G,F) 2,38
91,49 £ 4,62 (A)
Ta F 7 71,36 +3,17 (E,G,D,F,C) | 62,48+5,76 (E,G,D,F) 14,21
T2
92 ddt Tb F 8 77,63 + 7,84 (B,D,A,C) 63,46 + 8,93 (E,G,D,F) 22,33
(plena
floracién) Ta s 13 65,18 + 8,90 (E,G,D,F) 61,46 + 9,82 (E,G,D,F) 6,05
T1
Tb s 14 68,84 + 1,99 (E,G,D,F) 59,54 + 1,60 (E,G,D,F) 15,62
91,30+ 0,91 (A,C) —
Ta s 15 67,02+ 6,11 (E,G,D,F) 60,04 £ 5,16 (£,G,D,F) /
T2
Tb s 16 73,88 + 4,59 (E,B,D,C) 66,71 + 5,71 (E,G,D,F) 10,75

*ddt: dias después de trasplante

AAA: Cambio porcentual del tratamiento respecto al control
Prueba de Tukey: Letras diferentes, indica diferencias significativas Tukey (HDS).

Las abreviaturas presentadas en la tabla 21, corresponden a: (T1): 0,05 Wh m? y (T2):
0,075 Wh m™ de radiacién UV-B acumulada, para los estado fenoldgico punto de corte
(75 ddt) y plena floracion 92 ddt), los tiempos de adaptacion Ta y Th hacen referencia al
tiempo de respuesta y equivalen respectivamente a 24 y 48 h. Se emplearon controles
separados por cada tratamiento, estos hacen referencia al porcentaje de capacidad
antioxidante de matrices obtenidas a partir de plantas no tratadas con UV-B artificial.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, son consistentes con los reportados por
Luis et al., 2007, en su trabajo con plantas de romero, en el cual determinaron la
capacidad antioxidante de los extractos de hojas, empleando el método DPPH, donde no
presentaron diferencias significativas entre los extractos de controles no irradiados
artificialmente y extractos de plantas irradiadas con dosis bajas de UVB (5,4 kJ m?-d™%) y
dosis altas (31 kJ m2-d™), en este estudio se indica que los compuestos conocidos como
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metabolitos secundarios especialmente flavonoides, antocianos y fenoles estan
implicados en la defensa de la planta ante estimulos externos como la radiacion UVB,
motivo por el cual es de esperar un incremento de la actividad antioxidante mediado en la
acumulacion de estas sustancias en los 6rganos tratados. En cuanto a la tendencia en el
comportamiento de la capacidad antioxidante de los extractos, se reporta en este estudio
una disminucion de la variable medida con relacion al aumento de la dosis de radiacion
UVB, siendo también consistente con nuestro trabajo pues la dosis que favorece un
mayor porcentaje de capacidad antioxidante es T1 (0,05 Wh.m™) como se presenta en la
figura 17, esto se explica mediante la curva de inactivacion celular en la cual a medida
gue las dosis aplicadas o acumuladas aumentan, la actividad biolégica (metabolismo de
la planta) se ve alterado y en casos extremos detenido generando incluso la muerte de la
planta.

Era de esperar en los resultados de esta variable, un incremento significativo de la
actividad antioxidante, producto de la acumulacion de sustancias de origen fendlico, a las
cuales se les atribuyen propiedades antioxidantes, especialmente inducido por el
aumento significativo de los flavonoides en los extractos. Sin embargo, no se identificaron
diferencias significativas, esta situacién se puede explicar en la medida que es conocido
el mecanismo de proteccion de lipidos, por parte de los polifenoles, el cual ocurre en
estados iniciales de las plantas y mas efectivamente, durante el estado de propagacion
de la oxidacion lipidica por captura de radicales libres, inhibiendo de esta manera la
reaccion en cadena (Luis et al., 2007). La transferencia de electrones desde el radical
libre (R) determina que el antioxidante se transforme en una molécula radical activa y
este radical asi formado debe ser lo suficientemente estable para que la funcién
antioxidante sea efectiva (Dolzhenko et al., 2010).

Figura 18. Comparacion de la actividad antioxidante en los diferentes tratamientos y
controles.
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En la figura 18, se resalta en la figura ovalada color rojo los tratamientos con mayor
actividad antioxidante. Las abreviaturas T y CT, hacen referencia a los tratamientos y
controles respectivamente.

Algunos reportes citados por Tittmann (2010), mencionan que los compuestos fendlicos
especialmente los flavonoides producidos por accion de la elicitacion con UVB, tienden a
estar hidroxilados, motivo por el cual no realizan una correcta captacion de radicales
libres, por tanto no pueden participar del porcentaje de capacidad antioxidante de los
extractos medidos por el método DPPH. Por tal razén se recomienda el uso de diferentes
métodos con el fin de comparar la actividad antioxidante en las plantas. La explicacion
del potencial antioxidante de los compuestos fendlicos es explicada y se toma
textualmente del trabajo realizado por Luis et al., 2007: “La capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos se debe a su bajo potencial redox (0.23 < E7 < 0.75V). Por ello,
son termodinamicamente capaces de inactivar de forma efectiva las EAO, como el anién
superéxido y los radicales peroxilo, alkoxilo e hidroxilo, cuyo potencial de reduccion se
encuentre en el rango de 2.13-1.0 V.

En general, los resultados obtenidos en el presente estudio fueron coherentes con
estudios anteriores, donde se emple6 exitosamente la radiacién UV-B como promotor de
metabolitos secundarios en frutas, hortalizas y aromaticas, confirmando la radiacion UVB
como elicitor que potencializa algunas caracteristicas quimicas, especialmente el
contenido de flavonoides en los extractos de tomillo.
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5.

Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

Las caracteristicas que proporcionan una mayor calidad integral en los extractos
obtenidos se logran mediante el tratamiento 8 que corresponde a la aplicacion de
dosis controladas de radiacion UV-B de 0,075 Wh.m?, en matrices frescas,
provenientes de plantas en estado fenolégico 92 ddt y con un tiempo de
adaptacion de 48 horas.

El tratamiento 1 alcanzé mayor contenido de materia seca, este tratamiento
corresponde a la combinacion de estado fenoldgico 92 ddt, dosis de radiacion 2
(T2:0,075 Wh.m?) y tiempo de adaptacion de 48h con un aumento de 15,84%
respecto a su control.

El tratamiento 7 alcanz6 el mayor rendimiento de extraccion, este tratamiento se
obtuvo de la combinacion de matrices secas provenientes de plantas en estado
fenoldgico 75 ddt, dosis de radiaciéon 1 (T1: 0,05 Wh.m™) y tiempo de adaptacion
48h con un aumento de 71,88% respecto a su control, el cual generaria mayores
ingresos econdmicos, convirtiéndose en una alternativa viable para la mejora de
los sistemas productivos nacionales.

En cuanto al contenido de fenoles totales el tratamiento 10 alcanzé el mayor
niveles, este tratamiento proviene de la combinacion de extractos provenientes de
matrices frescas de plantas en estado fenoldgico 75 ddt, dosis de radiacion 1
(T1:0,05 Wh.m?) y tiempo de adaptaciéon de 48h con un aumento de 37,84%
respecto a su control.

El contenido de flavonoides logro su mejor expresion mediante el tratamiento 8,
gue corresponde a extractos de matrices frescas, de plantas en estado fenolégico
92 ddt, sometidas a la dosis 2 de radiacion UVB (T2:0,075 Wh m?) y tiempo de
adaptacion de 48h, con un aumento del 80,00% respecto a su control.

El tratamiento 8 alcanzé los mayores niveles de antocianinas, este tratamiento es
generado a partir de la combinacion de matrices frescas de plantas en estado
fenolégico 92 ddt, sometidas a la dosis 2 de radiacion UVB (T2:0,075 Wh m?) y
tiempo de adaptacién de 48h, con un aumento del 77,39% respecto a su control.

En cuanto al indice de saponificacidn, no se reportaron diferencias significativas
entre los tratamientos y sus respectivos controles, sin embargo los extractos de
matrices frescas, provenientes del tratamiento 7, correspondiente extractos
obtenidos a partir de plantas en estado fenolégico 92 ddt, sometidas a la dosis 2
de radiacién UVB (T2:0,075 Wh m?) y tiempo de adaptaciéon de 24h presentaron
un incremento respecto a su control de 36,22%.
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En cuanto a la actividad antioxidante, no se reportaron diferencias significativas
entre los tratamientos y sus respectivos controles, sin embargo los extractos
provenientes del tratamiento 8, presentaron el mayor porcentaje de capacidad
antioxidante con un incremento del 22,72% respecto a su control.
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5.2. Recomendaciones

Con el fin de mejorar los resultados y la fiabilidad de las conclusiones, es importante en
futuros estudios revisar la aplicacion de las siguientes recomendaciones:

e Definir tamafio de particulas en la matriz de extraccion, mediante un proceso de
molienda y tamizado.

e Revisar la posible interaccion entre la radiacion UVB vy el proceso de secado,
pues se puede generar una interferencia del Gltimo proceso en el analisis de los
resultados obtenidos.

e Comparar y optimizar el proceso de extraccion mediante la implementacion de un
método clasico (arrastre con vapor) y métodos no convencionales como
extraccion con fluidos supercriticos, que permita centrar el estudio en el analisis
de la composicién de compuestos volatiles en aromaticas.

e Realizar trabajos enfocados en la conservacion, funcionalidad y mejora de la
calidad del aceite.

e Emplear métodos mas relacionados con la calidad del aceite en alimentos
(diferentes al indice de saponificacion) como lo son el indice de iodo y rancidez
oxidativa y complementarlos con un panel sensorial.

e Realizar los analisis quimicos de compuestos volatiles obtenidos en los diferentes
tratamientos con radiacion UVB, empleando CG-EM y HPLC.
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6. Produccion académica
Proyectos asociados (UNAL-COLCIENCIAS)

Aplicacién de radiacién UV-b como tecnologia poscosecha en plantas aromaticas.
Grupo de investigacién: poscosecha de productos agricolas. COL0061046.
Director: Dra. Claudia Patricia Pérez Rodriguez.

Semillero de investigacion asociado (UNAL-COLCIENCIAS)

Aplicacion de fluidos supercriticos para la extraccion de aceites esenciales. Grupo

de investigacion: Poscosecha de Productos Agricolas. COL0061046. Director:
Dra. Claudia Patricia Pérez Rodriguez.

Articulos

Pérez C.P., Herrera A.O., Parada F. y Ramirez R.A. Efecto de la radiacion UVB
en extractos de plantas aromaticas. En preparacion.

Pérez C.P., Herrera A.O. y Ramirez R.A. 2014.Effect of the application of physical
elicitors in dry matter in thyme plants (Thymus vulgaris L.). Rev. Fac. Nal. Agr.
Medellin. 67 (2): 327-330.

Ponencia

Pérez C.P., Herrera A.O. y Ramirez R.A. 2013. Effect of the application of
physical elicitors during post-harvest in mint and rosemary essential oils. VII
Congreso |bérico de Agroingenieria y Ciencias Horticolas. Madrid, Espafa.
Agosto de 2013. Modalidad oral.

Pérez C.P. y Ramirez R.A. 2013. Poscosecha en aromaticas y el uso de radiacion
UVB. Agroexpo 2013. Bogoté, Colombia. Agosto de 2013. Modalidad oral.

Ramirez R. A., Herrera A.O y Pérez C.P. 2014. Effect of the application of
physical elicitors in dry matter in thyme plants (Thymus vulgaris L.). Il Congreso
Internacional de Investigacion e Innovacion en Ingenieria, Ciencia y Tecnologia
de Alimentos IICTA 2014. Medellin, Colombia. Mayo de 2014. Modalidad poster.

Rodriguez L.A., Ortiz Y., Ochoa Y.P. Barrero A., Ramirez D., Montafio G.,
Ramirez R.A., Parada F. y Pérez C.P. 2014. Effect of Application of UV-B
Radiation in the essential oil of mint (Mentha spicata L.). XV Congreso
Latinoamericano de Cromatografica y Técnicas Afines COLACRO 2014.
Cartagena, Colombia. Septiembre de 2014. Modalidad poster.

Rodriguez L.A., C.A. Galvis, Y. Ortiz, R.A. Ramirez, F. Parada, C.P. Pérez. 2014.
Influence of UV-B radiation in the chemical composition of the oil essential
rosemary (Rosmarinus officinalis L.). XV Congreso Latinoamericano de
Cromatografica y Técnicas Afines COLACRO. Cartagena, Colombia. Septiembre
de 2014. Modalidad poster.
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A. Anexo A: Revision de los compuestos identificados en los

extractos de tomillo especie Thymus vulgaris L en
diferentes estudios y locaciones mundiales.

Método/nimero de CG-EM | CG-EM | CG-EM | CG-EM | CG-EM | CG-EM | CG-EM | CG-EM

compuestos identificados (71) (64) (165) (44) (135) (98) (29) (19)
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Exo-methylcamphenilol
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a-selinene 0 1 0 0 0 0 0 0
B-selinene 0 1 0 0 0 1 0 0
o-selinene 0 0 0 0 1 0 0 0
calamenene 0 1 1 0 0 0 0 0
trans-calamenene 1 0 0 0 0 0 0 0
B-cubebene 0 0 0 0 1 0 0 0
valencene 0 0 0 1 1 1 0 0
a-amorphenec 0 0 0 0 1 0 0 0
y-muurolene 1 0 0 1 0 0 0 0
a-muurolene 1 1 0 1 0 0 0 0
epi, a-muurolole 0 0 0 0 0 0 1 0
epi, a-cadinol 0 0 0 0 0 0 1 0
B-bisabolene 1 1 0 0 0 0 0 0
(2)-a-bisabolene 0 0 0 0 0 1 0 0
B-bourbonene 0 0 1 0 0 0 0 0
bourbonene 0 0 0 1 0 0 0 0
caryophyllenaol Il 0 0 1 0 0 0 0 0
calarene 0 0 1 0 0 1 0 0
calarene epoxide 0 0 1 0 0 0 0 0
aristolene epoxide 0 0 1 0 0 0 0 0
torreyol 0 0 1 0 0 0 0 0
7-acetyl-2-hydroxy-2-methyl-5- 0 0 1 0 0 0 0 0

isopropylbicyclo[4.3.0]nonane

1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro-7-
methyl-4-methylene- 1-( 1- 0 0 1 0 0 0 0 0
methylethyl)-napthalene

a-bergamotene 0 0 1 0 0 0 0 0
farnesene 0 0 1 0 0 0 0 0
[cis]-a-trans-bergamotene 1 0 0 0 0 0 0 0
caryophyllene oxide 1 1 0 1 1 1 1 0
Mayurone 0 1 0 0 0 0 0 0

® carotol 0 1 0 0 0 0 0 0
%_ ledol 0 1 0 0 0 0 0 0
= globulol 0 1 0 0 0 0 0 0
% guaiol 0 1 0 0 0 0 0 0
2 cis-a-copaene-8-ol 0 1 0 0 0 0 0 0
% spathulenol 0 1 1 1 1 1 0 0
% a--eudesmol 0 0 0 0 1 0 0 0
O | g-eudesmol 0 1 1 0 1 0 0 0
y-eudesmol 1 0 0 1 0 0 0 0

1 0 1 1 0 1 0 0

a-humulene
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dihydroactinidiolide

caryophylla-3

8(13)-dien-5a (or B)-ol

elemol

allo-aromadendrene

elemene

B-elemene

hedicaryol

aristolone

Aliphatic alcohols

1-penten-3-ol

3-methyl-3-buten-1-ol

(2)-2-pentenol

3-methyl-2-buten-1-ol

hexanol

(2)-3-hexenol

3-octanol

cyclohexanol

1-octen-3-ol

3-methyl-3-buten-2-ol

butanol

3-methyl-1-butanol

3-penten-2-ol

(E)-2-hexen-1-ol

fenchol

(E)-pinocarveol

isopulegol

trans-nerolidol

farmesol

methylchavicol
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octanol 0 0 0 0 1 0 0 0
tetradecanoic acid 0 0 1 0 0 0 0 0
hexadecanoic acid 0 0 1 0 0 0 0 0

Acids 9,12-octadecadienoic acid 0 0 1 0 0 0 0 0
9-octadecenoic acid 0 0 1 0 0 0 0 0
octadecanoic acid 0 0 1 0 0 0 0 0
eicosanoic acid 0 0 1 0 0 0 0 0
hexanal 0 0 0 0 1 0 0 0
(E)-2-hexenal 0 0 0 0 1 1 0 0
(E,Z)-2,4-heptadienal 0 0 0 0 1 0 0 0
2-methyl-butanal 0 0 0 0 0 1 0 0
ventanal 0 0 0 0 0 1 0 0
heptanal 0 0 0 0 0 1 0 0
eicosanal 0 0 1 0 0 0 0 0

” docosanal 0 0 1 0 0 0 0 0
% tricosanal 0 0 1 0 0 0 0 0
% tetracosanal 0 0 1 0 0 0 0 0
.; pentacosanal 0 0 1 0 0 0 0 0
%_ hexacosanal 0 0 1 0 0 0 0 0
< heptacosanal 0 0 1 0 0 0 0 0
octacosanal 0 0 1 0 0 0 0 0
triacontanal 0 0 1 0 0 0 0 0
tetratriacontanal 0 0 1 0 0 0 0 0
nonanal 0 0 0 0 0 1 0 0
citronellal 0 0 0 0 0 1 0 0
decanal 0 0 0 0 0 1 0 0
(E,E)-2,4-heptadienal 0 0 0 0 1 0 0 0

methyl 2-methylbutyrate 0 0 0 0 1 0 0 0

ethyl acetate 0 0 0 0 0 1 0 0

ethyl butyrate 0 0 0 0 0 1 0 0

ethyl caprilate 0 0 0 0 0 1 0 0

é terpenyl acetate 0 0 0 0 0 L 0 0
S neryl acetate 0 0 1 0 0 1 0 0
E neryl formate 0 0 1 0 0 0 0 0
% neryl propanoate 0 0 1 0 0 0 0 0
neryl isobutanoate 0 0 1 0 0 0 0 0
(E)-mirtanyl acetate 0 0 0 0 0 1 0 0
geranyl acetate 1 0 1 0 1 1 0 0
geranyl formate 0 0 1 0 0 0 0 0
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geranyl propanoate

geranyl isobutanoate

geranyl butanoate (isomer)

campholytic acid methyl ester

citronellyl acetate

citronellyl propanoate

thymyl acetate

butyl caprilate

Aliphatic ketones

(2)-3-hexenyl acetate

3-octanone

3-hydroxy-2-butanone

6-methyl-5-heptenone

6-methyl-(E,E)-3

5-heptadien-2-one

a-ionone

B-ionone

P-ionone

cis-jasmone

trans-beta-ionone-5,6-epoxide

methyl jasmone

2-butanone

3-heptanone

B-thujene

pinocarvone

thymoquinone

thymodihydoguinone

(2)-jasmone
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5-( I-methylethyl)-bicyclo[3.1
.O]hexan-2-one (sabina
ketone)

o

o

o

o

o

o

3,5-dimethyl-4-
ethylidenecyclohex-2-ene-I-one

=

o

Aliphati
c acids

butanoic acid

octanoic acid

decanoic acid

Aromatic
compounds

benzaldehyde

methyl benzoate

phenyl acetaldehyde

1-methoxy-4-(2-propenyl)

benzene (estragole)*

methyl salicylate
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methyl docosane

tetracosane

ethyl docosane

methyl tricosane

pentacosane

ethyl tricosane

Saturated hydrocarbons

methyl tetracosane

hexacosane

ethyl tetracosane

methyl pentacosane

heptacosanen

methyl hexacosane

p-methylacetophenone 0 0 0 0 1 0 0 0
cuminaldehyde 0 0 0 0 1 0 0 0
anethol 0 1 0 0 1 0 0 0
(E)-anethol 0 0 0 0 0 1 0 0
safrole 0 0 0 0 1 0 0 0
benzyl alcohol 0 0 0 0 1 0 0 0
phenethyl alcohol 0 0 0 0 1 0 0 0
methyl cinnamate 0 0 0 0 1 0 0 0
methyl eugenol 0 0 0 0 1 0 0 0
a,a-dimethylphenylethyl alcohol 0 0 0 0 1 0 0 0
anisaldehyde 0 0 0 0 1 0 0 0
trans-cinnamaldehyde 0 0 0 0 1 0 0 0
p-cresol 0 0 0 0 1 0 0 0
ethyl cinnnamate 0 0 0 0 1 0 0 0
eugenol 1 0 1 0 1 1 0 0
isoeugenol 0 0 0 0 0 1 0 0
5-isopropyl-3-methylphenol 0 0 0 0 1 0 0 0
4-allylphenol 0 0 0 0 1 0 0 0
dillaiolec 0 0 0 0 1 0 0 0
p-methoxycinnamaldehyde 0 0 0 0 1 0 0 0
octadecane 0 0 1 0 0 0 0 0
nonadecane 0 0 1 0 0 0 0 0
eicosane 0 0 1 0 0 0 0 0
heneicosane 0 0 1 0 0 0 0 0
docosane 0 0 1 0 0 0 0 0
tricosane 0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0
0 1 1 0 0 0 0 0
0 1 1 0 0 0 0 0
0 1 1 0 0 0 0 0
0 1 1 0 0 0 0 0

octacosane
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ethyl hexacosane

methyl heptacosane

nonacosane

ethyl heptacosane

methyl octacosane

triacontane

ethyl octacosane

methyl nonacosane

hentriacontane

ethyl nonacosane

methyl triacontane

dotriacontane

ethyl triacontane

methyl hentriacontane

tritriacontane

ethyl tritriacontane

methyl dotriacontane

tetratriacontane

ethyl dotriacontane

methyl tritriacontane

pentatriacontane

methyl tetratriacontane

methyl pentatriacontane
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Phytosterols and other derivatives

5-methyl-5-ethenyldihydro-
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2(3H)-furanone L

hexyl butanoaten 1

3-( 1 -methyl-2-pyrrolidinyl)- 1

pyridine (nicotine)

5,6,7,7a-tetrahydro-4,4,7a-

trimethyl-2(4H)-benzofuranone 0 0 1 0 0 0 0 0
(dihydroactinidiolide)

5,6,7,7a-tetrahydro-6-hydroxy-

4,4, 7a-triranone (loliolide) 0 0 1 0 0 0 0 0
neophytadienea 0 0 1 0 0 0 0 0
6,10,14-trimethyl-2-

pentadecanone (1,2-dinor-3- 0 0 1 0 0 0 0 0
phytanone)

squalene 0 0 1 0 0 0 0 0
vitamin E 0 0 1 0 0 0 0 0
ergost-5,24-dien-3-B-01 0 0 1 0 0 0 0 0
(24R)-ergost-5-en-3-$-ol

(campesterol) 0 0 1 0 0 0 0 0
stigmast-5-en-33-ol (B- 0 1

sitosterol)

B-amyrin 0 0 1 0 0 0 0 0
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o
o
=
o
o
o
o
o

a-amyrin (viminalol)

o
=
o
o
o
o
o

stigmasta-3,5-dien-7-one

stigmast-cen-3-one (f3-
sitostenone)

o
o
-
o
o
o
o
o

trimethyldodecane

(2)-3-hexenyl butyrate

oxacyclotetradecan-2-one

3-methyl-3-cyclohexen- 1-ol

2-ethyl-4,5-dimethylphenol

2,6-dimethylpyrazine

Miscellaneous

c-butyrolactone

myristicin

oO|lo|j]ojlo|o|]o|o|O|O

bis(2-chloroisopropyl)ether
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B. Anexo B: curvas de calibracion para las variables

analizadas.
Variable analizada Método Ecuacion de la curva
Fenoles totales FOLIN - CIOCALTEU y =0,1014x-0,0778 R2=0,9969

Flavonoides totales | Espectroscopia UV-VIS 415 nm |y =5,3907x+0,0799 R?=0,9929

Curva de calibracién para Folin- Ciocalteu

0,600

A

0,500 /%
0,400

£
= £
3 %g
=~
8 0,300
_E ¥ =0,1014x- 0,0778
= R® =0,9969
£ 0,200
=
0,100
D_,‘:H:H:I T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracion acido galico {mgfL)

Concentracién Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia 3 Absorbancia | Desviacién

Patron (mg/L) promedio estandar
L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3

1 1 0,031 | 0,035 | 0,033 ] 0,032 | 0,023 | 0,044 | 0,036 | 0,034 | 0,029 0,033 0,0063
2 1,5 0,061 |0,071| 0,057 0,063 | 0,028 | 0,098 | 0,065 | 0,063 | 0,061 0,063 0,0206
3 2 0,11 | 0,13 | 0,093]0,111|0,119|0,103|0,112 | 0,108 | 0,113 0,111 0,0117
4 2,5 0,177|0,176 | 0,183] 0,179 | 0,164 | 0,193 | 0,18 | 0,176 | 0,18 0,179 0,0087
5 3 0,232|0,211| 0,25 | 0,230 | 0,227 | 0,236 0,231 | 0,229 | 0,233 0,231 0,0116
6 3,5 0,290 | 0,284 | 0,299 0,292 | 0,278 | 0,303 | 0,291 | 0,289 | 0,293 0,291 0,0084
7 4 0,329|0,325|0,338(0,331|0,329|0,332] 0,332 | 0,314 | 0,346 0,331 0,0040
8 4,5 0,382|0,391| 0,375 0,385 | 0,372 | 0,391 0,381 | 0,376 | 0,391 0,383 0,0073
9 5 0,423 |0,437)|0,4220,429|0,425|0,428 | 0,43 | 0,429 0,423 0,427 0,0051
10 5,5 0,466 | 0,435|0,497]0,465|0,457|0,476 10,467 | 0,461 | 0,47 0,466 0,0187
11 6 0,531 0,528 | 0,546 | 0,538 | 0,525 | 0,542 ] 0,536 | 0,531 | 0,538 0,535 0,0076
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Curva de calibracién para flavonoides totales

1,200
1,000 ~
E /
i 0,800
[
. /
-8 0,600
s y = 5,3907x + 0,0799
-E; 0 200 R* =0,0929
_E ' /
=
0,200
0,000 . . . .
0 0,05 0,1 0,15

mg de gquercetina por gramo de muestra

0,2

Patrén de Concentracion Concentrelicién Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Absorbancia 13 | apsorhancia | Desviacion
quercetina (L) q;:;rgc/er:;;a promedio estandar
L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
1 700 0,189 1,073 | 1,071 | 1,075 | 1,094 | 1,093 | 1,001 | 1,072 | 1,076 | 1,071 1,080 0,010
2 350 0,094 0,637 | 0,625 | 0,621 | 0,683 | 0,641 | 0,638 | 0,612 | 0,625 | 0,634 0,635 0,020
3 175 0,047 0,321 | 0309 | 0,328 | 0,338 | 0,329 | 0,332 | 0,315 | 0,328 | 0,337 0,326 0,010
a 100 0,027 0,214 | 0,193 | 0,205 | 0,294 | 0,212 | 0,218 | 0,201 | 0,198 | 0,193 0,203 0,010
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C. Anexo C: Analisis estadisticos
ANOVA porcentaje de materia seca en tomillo
Procedimiento ANOVA
Informacion de nivel de clase
Clase Niveles Valores
Tratamiento 16 1234567891011 12 13 14 15 16
Nimero de observaciones leidas 320
Nimero de observaciones usadas 160
Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: tomillo_ tomillo
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 15 472.856542 31.523769 5.11 <.0001
Error 144 888.547731 6.170470
Total corregido 159 1361.404273
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE tomillo_ Media
0.347330 6.593489 2.484043 37.67418
Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Vvalor Pr > F
Tratamiento 15 472.8565421 31.5237695 5.11 <.0001

Procedimiento ANOVA

Test de Levene para homogeneidad de la varianza tomillo_
ANOVA de las desviaciones cuadradas de las medias de grupo

Cuadrado
Suma de de la
Fuente DF cuadrados media F-Valor Pr > F
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Tratamiento 15 592.6 39.5062 1.19 0.2839
Error 144 4770.8 33.1309

Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza tomillo_
Fuente DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq

Tratamiento 15 10.6286 0.7785

ANOVA de Welch para tomillo_

Fuente DF F-valor Pr > F
Tratamiento 15.0000 5.51 <.0001
Error 54.3419

Procedimiento ANOVA

Nivel de  —------o--- tomillo ----------
Tratamiento N Media Dev tip
1 10 40.3609631 1.69054653
2 10 38.4088267 2.47552769
3 10 35.8056558 2.81918575
4 10 35.4014603 1.58038118
5 10 39.9059244 2.58039335
6 10 37.9289358 2.36760570
7 10 36.5635764 2.90062397
8 10 37.2227885 2.08087019
9 10 38.8359493 3.01266282
10 10 38.9945731 2.93716249
11 10 37.5616040 2.33978449
12 10 36.4210650 2.96924269
13 10 37.7929785 1.61326739
14 10 40.7417588 2.42396680
15 10 35.6741008 2.51379992
16 10 35.1667623 2.73803030
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Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para tomillo_

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 144
Error de cuadrado medio 6.17047
Valor critico del rango estudentizado 4.93231
Diferencia significativa minima 3.8744

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tratamiento
B A 40.361 10 1
D 35.806 10 Control 1
B D A C 38.409 10 2
D 35.401 10 Control 2
B A C 39.906 10 3
B D C 36.564 10 Control 3
B D A C 37.929 10 4
B D A C 37.223 10 Control 4
B D A C 38.836 10 5
B D A ¢ 37.562 10 Control 5
B D A C 38.995 10 6
D C 36.421 10 Control 6
B D A C 37.793 10 7
D 35.674 10 Control 7
A 40.742 10 8
D 35.167 10 Control 8
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ANOVA para rendimiento de extraccion en tomillo

Procedimiento ANOVA
Informacién de nivel de clase
Clase Niveles Valores
Tratamiento 32 1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

27 28 29 30 31 32

Numero de observaciones leidas 320
Numero de observaciones usadas 320

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Rendimiento_g Kg Rendimiento g/Kg

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 31 8627.924918 278.320159 77.38 <.0001
Error 288 1035.926342 3.596966
Total corregido 319 9663.851260
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Rendimiento_g Kg Media
0.892804 12.17094 1.896567 15.58275

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

Tratamiento 31 8627.924918 278.320159 77.38 <.0001
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Procedimiento ANOVA
Test de Levene para homogeneidad de la varianza Rendimiento_g Kg
ANOVA de las desviaciones cuadradas de las medias de grupo

Cuadrado
Suma de de 1la
Fuente DF cuadrados media F-Valor Pr > F
Tratamiento 31 2520.7 81.3137 3.44 <.0001
Error 288 6810.6 23.6478

Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza Rendimiento_g Kg
Fuente DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq
Tratamiento 31 106.0 <.0001

Procedimiento ANOVA

Nivel de  ------- Rendimiento_g Kg------
Tratamiento N Media Dev tip
1 10 12.2426272 1.15325605
2 10 12.5123851 0.88267295
3 10 10.3686063 1.39181915
4 10 10.4076370 1.30791266
5 10 11.1906032 1.28071592
6 10 10.8950080 1.10981423
7 10 10.1672750 0.81513638
8 10 10.0086769 1.18412350
9 10 8.4057166 2.48153992
10 10 8.5142624 2.55077653
11 10 10.2691013 2.08219376
12 10 10.6898556 2.60388679
13 10 16.5048497 1.20539321
14 10 15.0839674 2.98846257
15 10 9.6000183 1.91957379
16 10 9.7307841 1.48921776
17 10 25.6320113 2.68834828
18 10 24.9261593 2.50003161
19 10 19.4543678 1.42718497
20 10 18.8356651 1.28924444
21 10 23.9189149 3.14889033
22 10 24.6116661 3.61206881
23 10 19.3658868 0.62384270
24 10 18.7996497 0.87930949
25 10 18.7602432 0.98138985
26 10 18.4131653 0.85392874
27 10 16.5692675 2.11050555
28 10 17.6036263 1.32265682
29 10 17.6334862 1.39826278
30 10 17.1577533 1.35348261
31 10 20.2198263 2.49844685
32 10 20.1549696 2.26147415
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Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Rendimiento_g Kg

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 288
Error de cuadrado medio 3.596966
Valor critico del rango estudentizado 5.40233
Diferencia significativa minima 3.24

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tratamiento

F E 12.2426 10 1

F G 10.3686 10 Control 1

F E 12.5124 10 2

F G 10.4076 10 Control 2

F G 11.1906 10 3

F G 10.1673 10 Control 3

F G 10.8950 10 4

F G 10.0087 10 Control 4
G 8.4057 10 5

F G 10.2691 10 Control 5
G 8.5143 10 6

F G 10.6899 10 Control 6

C D 16.5048 10 7

F G 9.6000 10 Control 7

E D 15.0840 10 8

F G 9.7308 10 Control 8
A 25.6320 10 9

C B 19.4544 10 Control 9
A 24.9262 10 10

C B 18.8357 10 Control 10
A 23.9189 10 11

C B 19.3659 10 Control 11
A 24.6117 10 12

C B 18.7996 10 Control 12

C B 18.7602 10 13

C D 16.5693 10 Control 13

C B 18.4132 10 14

C B D 17.6036 10 Control 14

C B D 17.6335 10 15
B 20.2198 10 Control 15

C B D 17.1578 10 16
B 20.1550 10 Control 16
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ANOVA para fenoles totales, antocianinas, flavonoides e indice de saponificacién
en tomillo

Procedimiento ANOVA
Informacién de nivel de clase

Clase Niveles Valores

Tratamiento 32 1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
28 29 30 31 32

Nimero de observaciones leidas 96
NUimero de observaciones usadas 96

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: _AGeM %AGeM

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 31 827.3413473 26.6884306 27.99 <.0001
Error 64 61.0223118 0.9534736
Total corregido 95 888.3636592
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE _AGeM Media
0.931309 6.835704 0.976460 14.28470

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

Tratamiento 31 827.3413473 26.6884306 27.99 <.0001

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: mgC3G mgC3G

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 31 8113.256023 261.717936 588.94 <.0001
Error 64 28.440987 0.444390
Total corregido 95 8141.697010
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE mgC3G Media
0.996507 7.856988 0.666626 8.484500

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

Tratamiento 31 8113.256023 261.717936 588.94 <.0001
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Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: mg_QRT__ml mg QRT /ml

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 31 0.04942529 0.00159436 605.23 <.0001
Error 64 0.00016860 0.00000263
Total corregido 95 0.04959388
R-cuadrado Coef Vvar Raiz MSE mg_QRT__ml Media
0.996600 2.734670 0.001623 0.059351

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

Tratamiento 31 0.04942529 0.00159436 605.23 <.0001

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: IS IS

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Vvalor Pr > F
Modelo 31 85.1663907 2.7473029 9.62 <.0001
Error 64 18.2793204 0.2856144
Total corregido 95 103.4457111
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE IS Media
0.823296 8.883045 0.534429 6.016282

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

Tratamiento 31 85.16639068 2.74730293 9.62 <.0001
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Procedimiento ANOVA

Test de Levene para homogeneidad de la varianza _AGeM
ANOVA de las desviaciones cuadradas de las medias de grupo

Cuadrado
Suma de de la
Fuente DF cuadrados media F-Valor Pr > F
Tratamiento 31 73.4856 2.3705 2.70 0.0004
Error 64 56.1372 0.8771

Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza _AGeM
Fuente DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq
Tratamiento 31 64.4684 0.0004

Test de Levene para homogeneidad de la varianza mgC3G
ANOVA de las desviaciones cuadradas de las medias de grupo

Cuadrado
Suma de de la
Fuente DF cuadrados media F-Valor Pr > F
Tratamiento 31 20.0313 0.6462 2.91 0.0002
Error 64 14.2286 0.2223

Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza mgC3G
Fuente DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq
Tratamiento 27 93.4088 <.0001

Test de Levene para homogeneidad de la varianza mg_QRT__ml
ANOVA de las desviaciones cuadradas de las medias de grupo

Cuadrado
Suma de de 1la
Fuente DF cuadrados media F-Valor Pr > F
Tratamiento 31 2.43E-10 7.85E-12 1.86 0.0181
Error 64 2.7E-10 4.22E-12

Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza mg_QRT__ml
Fuente DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq
Tratamiento 31 24.6792 0.7819

Procedimiento ANOVA
Test de Levene para homogeneidad de la varianza IS
ANOVA de las desviaciones cuadradas de las medias de grupo

Cuadrado

Suma de de la
Fuente DF cuadrados media F-Valor Pr > F
Tratamiento 31 3.9659 0.1279 2.20 0.0040

Error 64 3.7232 0.0582
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Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza IS
Fuente DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq

Tratamiento 31 38.0593 0.1789

Procedimiento ANOVA

Nivel de ~  ---------- _AGeM----------  -------- mgC3G----- ------- mg_QRT__ml-----
Tratamiento N Media Dev tip Media Dev tip Media Dev tip
1 3 17.8508907 0.58594072 14.2692156 1.32200422 0.08102225 0.00144090
2 3 17.5504036 0.22793490 14.4187881 0.90784465 0.08046574 0.00065147
3 3 14.6567221 0.45412426 12.1153717 1.53353750 0.07286005 0.00266465
4 3 14.5681137 0.20208620 12.1752007 0.84822242 0.07057216 0.00283970
5 3 19.4567444 0.23548114 17.6495539 0.33976339 0.10433401 0.00083649
6 3 19.4835018 0.32283403 18.4273309 0.13708545 0.11385658 0.00154464
7 3 15.7272446 1.74057825 12.8034052 0.88082832 0.07459143 0.00055651
8 3 17.4431058 0.75810416 12.8931487 0.36269401 0.07465326 0.00102168
9 3 16.2517313 0.21711483 17.1110929 1.37085452 0.07508611 0.00157770
10 3 17.0363505 0.56243002 17.4401524 1.13989547 0.07533344 0.00245400
11 3 14.6061168 0.50915153 13.1025502 0.23743897 0.06080225 0.00113345
12 3 13.8546973 2.04929054 13.2222082 0.77373952 0.06160610 0.00121644
13 3 19.5693887 0.09378782 28.3290297 1.17125862 0.09196703 0.00087666
14 3 19.3773384 0.20492312 30.9914201 1.35013512 0.09901621 0.00187656
15 3 14.4173274 0.16908564 17.5598104 0.18681598 0.05690665 0.00144090
16 3 14.4847121 1.92035868 17.4700669 0.61087134 0.05498977 0.00223634
17 3 12.0739280 0.41584640 0.1495725 0.10362686 0.04651839 0.00318255
18 3 15.8063184 0.49660337 0.2692305 0.08974349 0.04447784 0.00042840
19 3 11.2652896 0.07045583 0.0897435 0.00000000 0.03551178 0.00189481
20 3 11.4728149 2.06026228 0.0598290 0.10362686 0.03538811 0.00139232
21 3 14.0271245 0.94588310 0.1794870 0.00000000 0.05684481 0.00136738
22 3 13.6177432 1.47726608 0.0000000 0.00000000 0.05566995 0.00213934
23 3 11.3132546 0.45083626 0.0299145 0.05181343 0.03891270 0.00065147
24 3 11.4098554 1.77409394 0.0897435 0.08974349 0.03847985 0.00083649
25 3 11.2297297 0.91489380 0.1794870 0.08974349 0.03959288 0.00200081
26 3 12.1637131 1.02697675 0.0897435 0.15544029 0.03946921 0.00140462
27 3 10.1906037 0.31598996 0.1495725 0.05181343 0.02809159 0.00065147
28 3 10.6065287 0.64921902 0.0598290 0.10362686 0.02802975 0.00049080
29 3 11.3769608 1.60942969 0.0897435 0.08974349 0.04701307 0.00172363
30 3 12.3834733 0.60631928 0.0598290 0.05181343 0.04658022 0.00161719
31 3 11.0210071 0.86282357 0.0299145 0.05181343 0.03538811 0.00162073
32 3 10.8176295 0.55053654 0. Q. 0.03520260 ©0.00113345
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Nivel de -------------- IS-----mcmmenne-
Tratamiento N Media Dev tip
1 3 7.06408818 0.45095085
2 3 7.08397493 0.59983318
3 3 7.03981138 0.13473975
4 3  6.86257034 0.50257456
5 3 5.84903357 0.17495053
6 3  5.85977585 0.13800875
7 3 6.94353030 0.73086447
8 3 5.68188177 1.08549791
9 3 6.50954255 0.36054947
10 3 6.44460291 0.52094277
11 3 6.23821440 0.65239235
12 3 5.54471482 0.48927391
13 3 4.77286211 0.18992319
14 3 4.56702834 0.03444977
15 3 6.22969796 0.51352417
16 3 5.70894657 0.16903361
17 3 5.81730948 0.36489100
18 3 6.95072116 0.76709823
19 3 7.02632139 0.23801860
20 3 7.32493266 0.20740943
21 3 4.93930842 0.46623927
22 3 5.36823949 0.76970474
23 3 6.64425467 0.41715507
24 3 6.17380679 0.34426064
25 3 5.46038779 0.35131512
26 3 5.39028236 1.03131530
27 3 5.94341778 0.28313535
28 3  6.98868354 0.28802763
29 3 3.70884213 0.66835506
30 3  3.60564877 0.60769136
31 3 6.09926227 0.27881396
32 3  6.67931882 0.99006438
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Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para _AGeM

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 64
Error de cuadrado medio 0.953474
Valor critico del rango estudentizado 5.59985
Diferencia significativa minima 3.157

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tratamiento
B A C 17.8509 3 1
E G D F 14.6567 3 Control 1
B D A C 17.5504 3 2
E G D F H 14.5681 3 Control 2
A 19.4567 3 3
E D F « 15.7272 3 Control 3
A 19.4835 3 4
B D A C 17.4431 3 Control 4
E B D F C 16.2517 3 5
E G D F H 14.6061 3 Control 5
E B D A C 17.0364 3 6
L G K F J H I 13.8547 3 Control 6
A 19.5694 3 7
E G D F J H I 14.4173 3 Control 7
B A 19.3773 3 8
E G D F H I 14.4847 3 Control 8
L G K M N J H I 12.0739 3 9
L K M N J 11.2653 3 Control 9
E D F C 15.8063 3 10
L K M N J H I 11.4728 3 Control 10
E G K F J H I 14.0271 3 11
L K M N J 11.3133 3 Control 11
L G K M F J H I 13.6177 3 12
L K M N J I 11.4099 3 Control 12
L K M N 11.2297 3 13
N 10.1906 3 Control 13
L G K M N J H I 12.1637 3 14
M N 10.6065 3 Control 14
L K M N J I 11.3770 3 15
L K M N 11.0210 3 Control 15
L G K M N J H I 12.3835 3 16
L M N 10.8176 3 Control 16
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Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para mgC3G

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 64
Error de cuadrado medio 0.44439
Valor critico del rango estudentizado 5.59985
Diferencia significativa minima 2.1553

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tratamiento

E D 14.2692 3 1

E 12.1154 3 Control 1
D 14.4188 3 2

E 12.1752 3 Control 2
C 17.6496 3 3

E D 12.8034 3 Control 3
C 18.4273 3 4

E D 12.8931 3 Control 4
C 17.1111 3 5

E D 13.1026 3 Control 5
C 17.4402 3 6

E D 13.2222 3 Control 6
B 28.3290 3 7
C 17.5598 3 Control 7
A 30.9914 3 8
C 17.4701 3 Control 8
F 0.1496 3 9
F 0.0897 3 Control 9
F 0.2692 3 10
F 0.0598 3 Control 10
F 0.1795 3 11
F 0.0299 3 Control 11
F 0.0000 3 12
F 0.0897 3 Control 12
F 0.1795 3 13
F 0.1496 3 Control 13
F 0.0897 3 14
F 0.0598 3 Control 14
F 0.0897 3 15
F 0.0299 3 Control 15
F 0.0598 3 16
F 0.0000 3 Control 16
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Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para mg_QRT__ml

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 64
Error de cuadrado medio 2.634E-6
Valor critico del rango estudentizado 5.59985
Diferencia significativa minima 0.0052

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tratamiento
E 0.081022 3 1
G 0.072860 3 Control 1
F E 0.080466 3 2
G 0.070572 3 Control 2
B 0.104334 3 3
G 0.074591 3 Control 3
A 0.113857 3 4
G 0.074653 3 Control 4
G 0.075086 3 5
I H 0.060802 3 Control 5
F G 0.075333 3 6
H 0.061606 3 Control 6
D 0.091967 3 7
I H J 0.056907 3 Control 7
C 0.099016 3 8
J 0.054990 3 Control 8
K 0.046518 3 9
M 0.035512 3 Control 9
L K 0.044478 3 10
M 0.035388 3 Control 10
I H J 0.056845 3 11
M 0.038913 3 Control 11
I J 0.055670 3 12
M 0.038480 3 Control 12
L M 0.039593 3 13
N 0.028092 3 Control 13
L M 0.039469 3 14
N 0.028030 3 Control 14
K 0.047013 3 15
M 0.035388 3 Control 15
K 0.046580 3 16
M 0.035203 3 Control 16
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Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para IS

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 64
Error de cuadrado medio 0.285614
Valor critico del rango estudentizado 5.59985
Diferencia significativa minima 1.7278

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tratamiento
B A 7.0641 3 1
B A 7.0398 3 Control 1
B A 7.0840 3 2
B A 6.8626 3 Control 2
E B D A C 5.8490 3 3
B A 6.9435 3 Control 3
E B D A C 5.8598 3 4
E B D A C 5.6819 3 Control 4
B A C 6.5095 3 5
E B D A C 6.2382 3 Control 5
B D A C 6.4446 3 6
E B D C 5.5447 3 Control 6
E G D F 4.7729 3 7
E B D A C 6.2297 3 Control 7
E G F 4.5670 3 8
E B D A C 5.7089 3 Control 8
E B D A C 5.8173 3 9
B A 7.0263 3 Control 9
B A 6.9507 3 10
A 7.3249 3 Control 10
E G D F C 4.9393 3 11
B A C 6.6443 3 Control 11
E B D F C 5.3682 3 12
E B D A C 6.1738 3 Control 12
E B D C 5.4604 3 13
E B D A C 5.9434 3 Control 13
E B D F C 5.3903 3 14
B A 6.9887 3 Control 14
G F 3.7088 3 15
E B D A C 6.0993 3 Control 15
G 3.6056 3 16
B A 6.6793 3 Control 16
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ANOVA para actividad antioxidante en tomillo

Procedimiento ANOVA
Informacion de nivel de clase
Clase Niveles Valores
Tratamiento 36 12345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
28 29 30 31 32 33 34 35 36
Numero de observaciones leidas 108
Numero de observaciones usadas 108

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: _CA %CA

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 35 13308.19921 380.23426 9.03 <.0001
Error 72 3032.74015 42.12139
Total corregido 107 16340.93936
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE _CA Media
0.814408 9.682962 6.490099 67.02597

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

Tratamiento 35 13308.19921 380.23426 9.03 <.0001
Procedimiento ANOVA

Test de Levene para homogeneidad de la varianza _CA
ANOVA de las desviaciones cuadradas de las medias de grupo

Cuadrado
Suma de de 1la
Fuente DF cuadrados media F-Valor Pr > F
Tratamiento 35 81507.9 2328.8 2.01 0.0063
Error 72 83335.0 1157.4

Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza _CA
Fuente DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq

Tratamiento 35 31.6173 0.6322
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Procedimiento ANOVA

Nivel de ------------- _CA----m - -
Tratamiento N Media Dev tip
1 3 62.3443298 4.3160882
2 3 60.8286298 5.4886791
3 3 50.7967393 8.4880310
4 3 52.3221329 8.9087687
5 3 60.2236534 5.8442476
6 3 67.0880889 2.7684101
7 3 55.1632616 4.0296662
8 3 58.8153480 7.2789776
9 3 93.4438049 3.5565587
10 3 61.8304157 3.9973044
11 3 57.7487834 12.8515700
12 3 52.3926857 6.0198843
13 3 56.4075591 13.4850965
14 3 71.3602373 3.1690922
15 3 77.6265422 7.8413539
16 3 62.4758612 5.7573984
17 3 63.4613065 8.9271167
18 3 91.4916177 4.6228295
19 3 70.8202198 5.8233555
20 3 71.4592252 5.6399864
21 3 65.4054012 3.5836383
22 3 62.6986693 4.4749161
23 3 72.8233648 2.7486616
24 3 74.5103886 8.4470860
25 3 63.2325032 8.9115111
26 3 66.8353102 5.1367567
27 3 95.3517768 1.8978311
28 3 65.1809196 8.8996912
29 3 68.8432071 1.9947017
30 3 61.4640341 9.8202246
31 3 59.5409427 1.5989481
32 3 67.0238882 6.1113689
33 3 73.8766538 4.5924086
34 3 60.0357134 5.1608455
35 3 66.7084590 5.7064027
36 3 91.3032335 0.9111834
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Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para _CA

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 72
Error de cuadrado medio 42.12139
Valor critico del rango estudentizado 5.66121
Diferencia significativa minima 21.213

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tratamiento
E G D F 62.344 3 1
G 50.797 3 Control 1
E G D F 60.829 3 2
G F 52.322 3 Control 2
E G D F 60.224 3 3
E G F 55.163 3 Control 3
E G D F 67.088 3 4
E G D F 58.815 3 Control 4
B A 93.444 3 Patrén ASB
E G D F 61.830 3 5
G F 52.393 3 Control 5
E G D F 57.749 3 6
E G F 56.408 3 Control 6
E G D F C 71.360 3 7
E G D F 62.476 3 Control 7
B D A C 77.627 3 8
E G D F 63.461 3 Control 8
B A C 91.492 3 Patréon ASB
E G D F C 70.820 3 9
E G D F 65.405 3 Control 9
E G D F C 71.459 3 10
E G D F 62.699 3 Control 10
E B D F C 72.823 3 11
E G D F 63.233 3 Control 11
E B D A C 74.510 3 12
E G D F 66.835 3 Control 12
A 95.352 3 Patrén ASB
E G D F 65.181 3 13
E G D F 61.464 3 Control 13
E G D F 68.843 3 14
E G D F 59.541 3 Control 14
E G D F 67.024 3 15
E G D F 60.036 3 Control 15
E B D C 73.877 3 16
E G D F 66.708 3 Control 16
B A C 91.303 3 Patrén ASB
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Correlacion entre variables

Estado Tratamiento Tiempo de
fenolégicol 1(UVBO0,05 adaptacién Matriz 1
(39G_75 Whm-2)y 2  Tiempo 1 (24 (fresco)-2 %AGeM mgC3G mg QRT /ml IS
ddt) y 2 (92 (UVB 0,075 h): 1y tiempo (seco)
ddt) Whm-2) 2(48h):2
Estado
fenoldgico
1(39G_75
ddt) y 2 (92
ddt)
Tratamient
o1l (UvB
0,05 Whm- 0
2)y 2 (UVB
0,075
Whm-2)
Tiempo de
adaptacion
Tiempo 1
@4hy: 1y Y Y
tiempo 2
(48h): 2
Matriz 1
(fresco)-2 0 0
(seco)
%AGeM 0312669516 0072343713
mgC3G 0,081804967 Qi
g QRT .0,27112565 0,011477279
0,169867664

IS

0,128832765

0,001527954  0,128832765

0,04750729 0,04518213 0,08396337
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D. Anexo D: Planos y disefio de la camara

Software empleado: Autocad © 2011  Autodesk, Inc. All rights reserved. A y Al
(bandejas en lamina galvanizada dimensiones 0,5 m x 0,8 m x 0,05 m), B (Porta bandeja
abatible en lamina galvanizada dimensiones 0,6 m x 1,6 m x 0,01 m), Cy C1 (Puertas en
lamina galvanizada con exterior en triplex de 0,3 mm), D (temporizador encendido
lamparas UVB y extractor), E y E1 (lamparas Philips TL 40W/12RS), F (regleta para
lampara Philips TL 40W/12RS), G (Extractor) y H (Aislamiento en lamina galvanizada
dimensiones 0,6 mx 0,6 mx 1, 7 m).
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Y las ldmparas

Distancia

Disefio camara para aplicacion de radiacion UVB, 1 (vista lateral extractor y regletas), 2
(Vista exterior bandejas y aislamiento en lamina galvanizada), 3 (temporizador), 4
(regulador de distancia 3 niveles entre bandejas y luminaria UVB) y 5 (equipo UVB en
funcionamiento).



