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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el contenido de los
compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante de |la harina de col morada
(Brassica oleracea var. capitata f rubra) sobre un modelo animal inducido a
estrés oxidativo por medio de ejercicio fisico. La investigacion se dividié en 2
etapas: 1. La fase experimental dio inicio recolectando la materia prima para
procesarla y obtener la harina de col morada y asi proceder con la
caracterizacién fisicoquimica, dentro de las pruebas de los compuestos
bioactivos se realizé un tamiz fitoquimico para posteriormente determinar
antocianinas, fenoles y flavonoides, en cuanto a la capacidad antioxidante se
realizd por el método DPPH y ABTS, conjuntamente se efectud una evaluacion
de su comportamiento mediante una digestion in vitro en la cual los
compuestos bioactivos y la actividad antioxidante obtuvieron una pérdida,
habiendo diferencias significativas en comparacion a las diferentes fases. Los
valores finales fueron para antocianinas de 0.57+0.00 mg/g eq Cianidina 3
glucosidada, fenoles 3.77+0.13 mg/g EAG y flavonoides 0.09+0.00 mg/g EQ, en
la actividad antioxidante fueron ABTS 68.94+0.48 % y DPPH 44.10+0.14 %.
Teniendo estos valores como referencia se inicié con la siguiente etapa: 2.-Se
hizo el experimental in vivo para inducir el estrés oxidativo por medio del
ejercicio fisico y evaluar la capacidad de la harina de col morada para disminuir
el estrés oxidativo generado. Se emplearon 24 ratas macho de la linea Wistar.
Estas fueron divididas en 4 grupos de 6 ratas, Grupo 1: control, Grupo 2: con
suplementacion sin induccion, Grupo 3 con induccién sin suplementacion y
Grupo 4: con induccién y suplementacion. El protocolo durd 64 dias. Dentro
de las pruebas se realizé la determinacion de lactato en sangre como indicador
de estrés oxidativo obteniendo al final los siguientes valores, Grupo 1:
1.620.35, Grupo 2: 2.4+0.42, Grupo 3: 3+0.29 y Grupo 4: 2.6+0.30. Ademas, se
evalud la capacidad antioxidante en el plasma en donde los valores finales
fueron, Grupo 1: 4.88+0.83, Grupo 2: 7.58+0.87, Grupo 3: 5.77+0.63 y Grupo
4:.0940.55. Se concluye que el consumo de los compuestos bioactivos de col
morada ayuda a disminuir el estrés oxidativo generado por la actividad fisica.

Palabras clave: Col morada, Estrés oxidativo, Capacidad antioxidante.



Abstract

The objective of the present investigation was to evaluate the content of
bioactive compounds and the antioxidant capacity of red cabbage flour
(Brassica oleracea var. capitata f rubra) in an animal model induced to
oxidative stress through physical exercise. The research was divided into 2
stages: 1. The experimental phase began by collecting the raw material to
process it and obtain the purple cabbage flour and thus proceed with the
physicochemical characterization, within the tests of the bioactive compounds
a phytochemical sieve was carried out. to subsequently determine
anthocyanins, phenols and flavonoids, regarding the antioxidant capacity, it
was carried out by the DPPH and ABTS method, together an evaluation of its
behavior was carried out through an in vitro digestion in which the bioactive
compounds and the antioxidant activity obtained a loss, there being significant
differences compared to the different phases. The final values were for
anthocyanins of 0.57+0.00 mg/g eq Cyanidin 3 glucosidated, phenols
3.77+0.13 mg/g EAG and flavonoids 0.09+0.00 mg/g EQ, in the antioxidant
activity they were ABTS 68.94+0.48 % and DPPH 44.10% 0.14%. Having these
values as a reference, the following stage began: 2. The in vivo experimental
was carried out to induce oxidative stress through physical exercise and
evaluate the capacity of red cabbage flour to reduce the oxidative stress
generated. 24 male rats from the Wistar line were used. These were divided
into 4 groups of 6 rats, Group 1: control, Group 2: with supplementation
without induction, Group 3 with induction without supplementation and
Group 4: with induction and supplementation. The protocol lasted 64 days.
Within the tests, blood lactate was determined as an indicator of oxidative
stress, obtaining in the end the following values: Group 1: 1.6£0.35, Group 2:
2.4+0.42, Group 3: 3+£0.29 and Group 4: 2.6 0.30. In addition, the antioxidant
capacity in plasma was evaluated where the final values were, Group 1:
4.88+0.83, Group 2: 7.58+0.87, Group 3: 5.77+0.63 and Group 4: .09£0.55. It
is concluded that the consumption of bioactive compounds from purple
cabbage helps reduce oxidative stress generated by physical activity.

Keywords: Purple cabbage, Oxidative stress, Antioxidant capacity.



Introduccion

En los ultimos afios, ha habido un aumento significativo en el interés por
investigar, describir, utilizar y aplicar productos naturales, motivado
especialmente por sus contribuciones positivas a la salud. La col morada
también llamada “col lombarda”, es una variedad cuyo nombre cientifico es
Brassica oleracea var. capitata f. rubra, tiene gran importancia en la
alimentacion del ser humano debido a su disponibilidad y aplicacién en la dieta
habitual, pero ademas por el contenido nutrimental ya que contiene vitaminas
A, B, Cy K, ademas presenta un 91 % de agua, 4 % de carbohidratos, 1 % de
fibra, 2.6 % de proteina y 1 % de lipidos, de la misma forma esta hortaliza se
caracteriza por el color morado de sus hojas, esto se debe a la presencia de
antocianinas (Infoagro, 2020).

En la col morada se encuentran mas de 30 tipos de antocianinas que contienen
principalmente derivados del glucdsido cianidina-3-diglucésido-5 en formas
aciladas o no aciladas (Ahmadiani et al. 2019). A estos compuestos se les
atribuyen grandes propiedades para la salud, como antiinflamatorios,
antidiabéticos, anticancerigenos y una alta compatibilidad con los sistemas
bioldgicos, a su vez son responsables de mas del 89 % de la capacidad
antioxidante total (Farooq et al., 2020). Esto puede ser de gran ayuda ya que
a pesar de que el cuerpo humano posee mecanismos naturales o enddégenos
para mantener concentraciones normales de especias reactivas de oxigeno
(ERO) puede presentarse un desequilibro entre las rutas de generacién y
consumo de ERO, en estas se considera la participacion de las rutas celulares
o el efecto de los antioxidantes endégenos del organismo (Ortiz Escarza &
Medina Lépez, 2020).

Cuando se genera un incremento en la concentracién de las especies reactivas
de oxigeno debido a un incremento exagerado en la produccién de ERO o
debido a la disminucidon o inhibicion de los mecanismos antioxidantes
enddgenos, se dice que el cuerpo entra en el estado de estrés oxidativo (Zhao
et al., 2007). De manera interesante, una causa de probable estrés oxidativo
es la realizacion de ejercicio, ya que existe un desbalance redox que aumenta
las especies reactivas de oxigeno generando un estrés oxidativo que favorece



el dafo muscular incidiendo en el rendimiento fisico y deportivo (Donadio et
al., 2022).

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas y ejercen
importantes funciones fisioldgicas y de defensa ante situaciones de estrés, asi
mismo, son responsables del color y sabor de muchas plantas, razén por la que
resultan importantes en la calidad de éstos (Valdez, 2021).

La col morada contiene un alto contenido de compuestos fendlicos destacando
las antocianinas las cuales le confieren su caracteristico color y le brindan una
alta capacidad antioxidante. Con base a lo anteriormente mencionado se
realizd una caracterizacion fisicoquimica de harina de col morada (Brassica
oleracea var. capitata f. rubra) para evaluar el contenido de compuestos
bioactivos y su capacidad antioxidante antes y después de ser sometida a una
digestiodn in vitro.

Por lo antes mencionado, el objetivo general de la presente investigacion fue
evaluar el efecto antioxidante de los compuestos bioactivos de la col morada
(Brassica oleracea var. capitata f. rubra) en un modelo animal sometido a
ejercicio fisico para comprobar la disminucién del estrés oxidativo generado.



Marco tedrico
Estrés oxidativo

Los radicales libres son moléculas inestables y altamente reactivas que
contienen un numero impar de electrones en su estructura. Debido a esta
configuracién electronica desequilibrada, los radicales libres son muy
propensos a reaccionar con otras moléculas en un intento de estabilizarse,
estas reacciones pueden generar una cadena de eventos quimicos en el cuerpo
(Godoy Martinez, 2024).

El estrés oxidativo se refiere al desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y la capacidad del sistema
antioxidante del cuerpo para neutralizar estos compuestos. Las ROS son
moléculas altamente reactivas que incluyen radicales libres como el oxigeno
singlete, perdxido de hidrégeno y radicales hidroxilos. Estas moléculas pueden
causar daio oxidativo a las biomoléculas, incluidos lipidos, proteinas y ADN, lo
gue se relaciona con el envejecimiento y diversas enfermedades crdnicas
como el cancer, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas
(Pisoschi & Pop, 2015).

El cuerpo humano tiene un sistema antioxidante enddgeno que incluye
enzimas como la superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, asi
como antioxidantes no enzimaticos como la vitamina C, vitamina E, glutation
y flavonoides. Estos antioxidantes neutralizan las ROS y protegen contra el
estrés oxidativo (Sies, 2015).

Este fendmeno puede ser causado por diversos factores, que incluyen:

Exposicion a contaminantes ambientales: Segun estudios recientes, la
exposicion como el humo del tabaco, los contaminantes industriales y los
pesticidas puede incrementar la produccion de ROS en el cuerpo humano,
desencadenando estrés oxidativo significativo (Smith et al., 2021).

Estilo de vida y dieta: Investigaciones indican que la dieta rica en grasas
saturadas y carbohidratos refinados, junto con el consumo excesivo de alcohol
y el tabaquismo, pueden contribuir al estrés oxidativo debido a la generacion
de ROS y la reduccion de la actividad antioxidante enddgena (Jones & Nguyen,
2022).



Factores psicoldgicos y estrés cronico: Estudios han demostrado que el estrés
crénico y los estados emocionales negativos pueden aumentar los niveles de
ROS y disminuir la actividad antioxidante, provocando el estrés oxidativo en el
organismo (Gupta et al., 2023).

Radiacién ultravioleta (UV): La exposicion prolongada a la radiacion UV,
especialmente sin proteccidén adecuada, puede generar especies reactivas de
oxigeno en la piel, contribuyendo al estrés oxidativo y al envejecimiento
prematuro (Pillai et al., 2005).

Enfermedades crénicas: Condiciones médicas como la diabetes, la enfermedad
cardiovascular y la enfermedad renal cronica estan asociadas con niveles
elevados de estrés oxidativo debido a la inflamacién cronica y otros
mecanismos fisiopatolégicos especificos (Leyane et al., 2022).

Envejecimiento: El proceso natural de envejecimiento se asocia con un
aumento en la produccion de ROS y una disminucidn en la eficacia de los
sistemas antioxidantes del cuerpo, lo que puede contribuir al estrés oxidativo
y a la aparicion de enfermedades relacionadas con la edad (Tsang et al., 2022).

Ejercicio fisico intenso: El ejercicio vigoroso puede aumentar la produccién de
ROS en el cuerpo debido al incremento en el metabolismo aerdbico y la
demanda de oxigeno, lo que puede superar la capacidad antioxidante natural
durante periodos prolongados de entrenamiento intenso (Qing & Chun-Hsein,
2024).

Estrés Oxidativo Inducido por el Ejercicio

El ejercicio fisico, especialmente el ejercicio aerdbico de alta intensidad, puede
provocar un aumento en la produccién de ROS debido a un aumento en el
consumo de oxigeno y al estrés mecanico en los musculos (Fisher-Wellman &
Bloomer, 2009). Este aumento en ROS durante el ejercicio puede resultar en
dano oxidativo a las células y tejidos, pero también desencadena adaptaciones
antioxidantes en el organismo para contrarrestar este efecto (Qing & Chun-
Hsein, 2024).

Los principales sitios de producciéon de ROS durante el ejercicio son las
mitocondrias y el sarcolema de las células musculares, donde el desequilibrio
entre la produccion de ROS y la capacidad antioxidante puede llevar a la fatiga
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muscular y al dafio celular si no se controla adecuadamente (Powers &
Jackson, 2008). Ademads, el impacto en la funcién muscular y fatiga producidos
por el estrés oxidativo que se genera durante el ejercicio puede afectar la
contraccidon musculary la capacidad de generar fuerza. Los ROS pueden alterar
la funcion de las proteinas contractiles y afectar la capacidad de las células
musculares para generar energia de manera eficiente, contribuyendo asi a la
fatiga muscular (Powers & Jackson, 2008).

Los estudios han demostrado que el ejercicio regular promueve la adaptacién
antioxidante al aumentar la actividad de enzimas antioxidantes y la expresion
de proteinas protectoras, lo que mejora la capacidad del cuerpo para manejar
el estrés oxidativo inducido por el ejercicio (Qing & Chun-Hsein, 2024).

Antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales son compuestos presentes en alimentos de origen
vegetal y animal que pueden neutralizar los efectos dafiinos de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y los radicales libres. Estos compuestos incluyen
vitaminas como la C y la E, minerales como el selenio y el zinc, asi como
fitoquimicos como los flavonoides y polifenoles. La capacidad antioxidante de
estos compuestos se debe a su estructura quimica que les permite donar
electrones para estabilizar los radicales libres y reducir el estrés oxidativo en
el cuerpo humano (Prior & Wu, 2006).

Algunos alimentos ricos en antioxidantes naturales incluyen frutas como las
bayas, citricos y kiwis, vegetales como el brdcoli, espinacas y col morada,
frutos secos, té verde y ciertas especias como la curcuma y el jengibre.
Consumir una dieta rica en estos alimentos puede ayudar a aumentar la
capacidad antioxidante del cuerpo y proteger contra el dano oxidativo
asociado con el envejecimiento y diversas enfermedades (Shahidi & Zhong,
2015).

La investigacidn sobre antioxidantes naturales ha demostrado que pueden
tener efectos beneficiosos en la prevenciéon de enfermedades cronicas como
enfermedades cardiovasculares, cancer y enfermedades neurodegenerativas.
Ademas, los antioxidantes naturales también pueden jugar un papel
importante en la proteccidn contra el estrés oxidativo inducido por factores



externos como la contaminacion ambiental y el ejercicio intenso (Sies & Jones,
2020).

Col morada

La col morada, también conocida como repollo morado o col lombarda, es una
variedad de Brassica oleracea que se distingue por su color morado intenso,
que es debido a la presencia de antocianinas, un tipo de compuesto bioactivo
conocido por sus propiedades antioxidantes. Estas antocianinas son
flavonoides que actuan como potentes antioxidantes, protegiendo las células
del dafio oxidativo al neutralizar los radicales libres (Khoo et al., 2017).

Ademas de las antocianinas, la col morada también contiene otros compuestos
bioactivos como los glucosinolatos y los polifenoles, que han demostrado
tener efectos protectores contra enfermedades crénicas y promover la salud
general. Estos compuestos no solo contribuyen a su color y sabor
caracteristicos, sino que también le confieren propiedades nutricionales
significativas (He & Giusti, 2010).

Los compuestos bioactivos presentes en la col morada incluyen una variedad
de fitoquimicos como las antocianinas mencionadas anteriormente. Estos
compuestos no solo actuan como antioxidantes, sino que también tienen
propiedades antiinflamatorias y pueden contribuir a la regulaciéon del
metabolismo celular y la salud cardiovascular (He & Giusti, 2010). Adems3s,
estudios recientes sugieren que los polifenoles presentes en la col morada
pueden tener efectos protectores contra el estrés oxidativo y el dafio celular
asociado con el envejecimiento y las enfermedades cronicas (He & Giusti,
2010).

Investigaciones de col morada aplicada al dafio oxidativo

Investigaciones recientes han explorado el potencial de la col morada para
mitigar el dafio oxidativo en diversos contextos. Se han realizado estudios in
vitro e in vivo que han demostrado que los extractos de col morada son
efectivos en la reduccidon de los niveles de especies reactivas de oxigeno y
protegen las células contra el estrés oxidativo inducido por diferentes agentes
estresantes (He & Giusti, 2010; Khoo et al., 2017).



Ademas, se ha observado que el consumo regular de col morada o sus
extractos puede mejorar la capacidad antioxidante total del cuerpo y ofrecer
proteccion contra enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, como
enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer (He & Giusti, 2010;
Khoo et al., 2017).

Un estudio relevante sobre el efecto antioxidante de la col morada se evalué
el papel protector del extracto de col morada rico en antocianinas (ARCE)
sobre la hipercolesterolemia inducida por una dieta aterogénica (ATH) y el
estrés oxidativo cardiaco y hepdtico relacionado en ratas. Los resultados
indicaron que el extracto de ARCE atenud significativamente las alteraciones
en los antioxidantes cardiacos, hepaticos, la peroxidacién lipidica, y los
cambios histopatoldgicos en el tejido cardiaco y hepatico (Sankhari et al.,
2012).

En otro estudio realizado por Tajalli et al. (2020) investigaron la evaluacion de
las propiedades antioxidantes del extracto de col lombarda mediante un
ensayo de eliminacion de radicales DPPH y la exploracién de su actividad
anticancerigena sobre el crecimiento y la viabilidad de las células cancerosas
humanas deseadas mediante un ensayo in vitro para detectar la actividad
citotoxica. Los resultados mostraron efectos mejorados al aumentar la
concentracion, mostrando el valor mas alto de IC90+ a una concentracion de
2500 pg/ml en comparacion con el valor de IC50 del extracto de col lombarda
a una concentracion de 750 pg/ml. Se encontré que los compuestos
polifendlicos 39,55 mg de GAE/100 g de extracto de col roja y el extracto de
col roja aumentan la tasa de muerte de las células cancerosas y el efecto de
citotoxicidad dependia de la dosis.



Justificacion

El estrés oxidativo es un proceso biolégico asociado con la realizacion del
ejercicio fisico junto a otras diversas enfermedades crdnicas, incluyendo
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y ciertos tipos de cancer.
Este fendmeno se produce cuando hay un desequilibrio entre la produccidon de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y la capacidad del organismo para
neutralizar y eliminar estas especies daninas. El ejercicio fisico regular es
fundamental para la salud cardiovascular, el mantenimiento del peso corporal
y el bienestar general. Sin embargo, durante la actividad fisica intensa, se
produce un aumento en la generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO)
y radicales libres en el organismo, lo que puede resultar en estrés oxidativo.
Este fendbmeno no solo puede afectar el rendimiento deportivo, sino que
también esta asociado con el dafio celular y la inflamacién crénica si no se
maneja adecuadamente. En este contexto, los antioxidantes naturales se
presentan como una estrategia prometedora para contrarrestar el estrés
oxidativo. Estos compuestos, presentes en una amplia variedad de alimentos
y plantas, son capaces de neutralizar los ROS y proteger asi las células y tejidos
de los efectos perjudiciales de la oxidacidén. Las antocianinas, compuestos
flavonoides que dan el color caracteristico a frutas y vegetales como los de la
col morada, han demostrado tener propiedades antioxidantes significativas.
Estos antioxidantes naturales tienen la capacidad unica de neutralizar los ROS
y proteger las células del dafio oxidativo inducido por diversas condiciones
estresantes, incluido el ejercicio fisico intenso. Estudios cientificos han
confirmado que las antocianinas poseen potentes propiedades antioxidantes
gue pueden contrarrestar los efectos perjudiciales de los radicales libres
generados durante el ejercicio fisico intenso. Este efecto ayuda a preservar la
integridad celular y a minimizar el daflo muscular post-ejercicio. Sin embargo,
existen aun muchas oportunidades para explorar y optimizar su uso en la
prevencion y tratamiento de enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo. Este proyecto abordo la integraciéon de antioxidantes naturales de
harina de col morada como suplemento, ofreciendo una estrategia accesible y
no invasiva para disminuir el estrés oxidativo generado por el ejercicio fisico,
no solo representando una estrategia innovadora y efectiva para mejorar el
rendimiento deportivo y la salud metabdlica, sino que también para abrir



nuevas oportunidades para investigaciones avanzadas en diferentes campos
de estudio.



Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto antioxidante de los compuestos bioactivos de la col morada
(Brassica oleracea var. capitata f. rubra) en un modelo animal sometido a
ejercicio fisico para comprobar la disminucién del estrés oxidativo generado.

Objetivos especificos

1.

Caracterizar la col morada (Brassica oleracea var. capitata f. rubra)
mediante pruebas fisico-quimicas para identificar sus componentes.
Evaluar la degradacion de los compuestos antioxidantes de la col
morada por medio de una digestion in vitro para ver cOmo se comportan
en las distintas fases del proceso digestivo y asi determinar la
concentracidn que se suministrara al modelo animal.

Suplementar la col morada (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) al
modelo animal sometido a ejercicio fisico para comparar el valor
bioguimico de lactato en sangre y la cuantificaciéon de la actividad
antioxidante total plasmatica en los grupos de experimentacion y asi
evaluar la funcionalidad de la hortaliza.

Evaluar los musculos de los diferentes equipos de experimentacién por
medio de un analisis quimico proximal y de color para determinar si
existieron cambios quimicos entre ellos

Identificar los cambios histoldgicos en musculo, higado, rifidon, pulmény
corazon para observar los efectos de la col morada (Brassica oleracea
var. capitata f. rubra) en los 6rganos de las ratas Wistar de los diferentes
equipos de experimentacion.

Hipotesis

Los compuestos bioactivos de la col morada (Brassica oleracea var. capitata f.
rubra) ayudan a disminuir el estrés oxidativo generado durante el ejercicio.
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Metodologia
Disefio experimental

En la Figura 1 se observa el disefio experimental realizado en esta
investigacién. El estudio constd de 2 etapas. La primera etapa (Capitulo 1)
consistié en la evaluacidon de la composicién de la harina de col morada
(Brassica oleracea var. Capitata F. rubra) mediante su caracterizacion
fisicoquimica (andlisis quimico proximal, aW, pH, ° Brix y azUcares reductores
totales y directos por DNS), un tamiz fitoquimico, la determinacion de
compuestos bioactivos (antocianinas, fenoles y flavonoides), la capacidad
antioxidante (DPPH y ABTS) y una digestién in vitro de los compuestos
bioactivos y la capacidad antioxidante. La segunda etapa (Capitulo 2) incluyé
la evaluacion del efecto de la suplementacion de la harina de col morada sobre
un modelo animal con induccidn al estrés oxidativo por medio del ejercicio
fisico, determinando parametros bioquimicos (lactato en sangre y capacidad
antioxidante en plasma) morfoldgicos (peso y longitud) e histolégicos (6rganos
y musculo esquelético).

Evaluacién de la actividad antioxidante de la col morada (Brassica
oleracea var. capitata f. rubra) para contrarrestar los efectos de la
generacion de radicales libres durante el ejercicio en un modelo animal

S 2 v %
Etapa 1 E Etapa 2 L
(Capitulo 1) - el (Capitulo 2)
Egu ‘ Ngh i

Obtencidn de la materia prima
Caracterizacion fisicoquimica
+ Andlisis quimico proximal (humedad,

Presentacion del protocolo al bioterio
Recepcidny manejo de animales
Morfolégicos

grasa, fibra, proteina, cenizas, * Peso

carbohidratos) * Longitud
= aw + Circunferencia
* pH Medicién del consumo de alimento y agua
* °Brix Periodo de adaptacién

* Azlucares reductores (DNS) Induccion al estrés oxidativo y

Tamiz fitoquimico

Compuestos bioactivos

* Antocianinas totales

* Fenoles totales

* Flavonoides totales

Capacidad antioxidante

* DPPH

* ABTS

Digestidn in vitro de los compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante

suplementacién de la harina de col

morada

Bioguimicos:

* lactato deshidrogenasa

* Actividad antioxidante total
plasmatica (FRAP)

Sacrificio

* Colorencarne

+« Andlisis quimico proximal en carne

+ Histologia

Figura 1. Diagrama de disefio experimental
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Capitulo 1

Caracterizacion fisicoquimica compuestos bioactivos, actividad antioxidante
y su comportamiento durante la digestion in vitro de harina de col morada
(Brassica oleracea var. Capitata F. rubra)

Resumen

La col morada (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) es una hortaliza que se
produce para su uso en la elaboracion de diversos platillos culinarios. Destaca
por su alto contenido de agua, proteinas, minerales, fibra y su bajo aporte de
grasa. Contiene compuestos bioactivos como antocianinas, fenoles vy
flavonoides necesarios para neutralizar radicales libres en el cuerpo humano.
Se elaboré una harina para evaluar las caracteristicas fisicoquimicas vy
propiedades antioxidantes de la col morada y su comportamiento mediante
una digestion in vitro. Los resultados mostraron que la harina de col morada
es rica en carbohidratos 68.61+0.15 %, proteinas 15.57+0.17 % y cenizas
8.71+£0.53 %, ademads de ser baja en grasas 0.55+0.03 0.55+0.03 %. Los
compuestos bioactivos y las propiedades antioxidantes presentaron un
comportamiento descendente en cada fase digestiva. En conclusion, los
antioxidantes sufren una degradacion en las diferentes fases de la digestion in
vitro.

Palabras clave:
Composicion quimico proximal, antocianinas, fenoles, digestibilidad, col
morada.
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Abstract

Purple cabbage (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) is a vegetable that is
produced for use in the preparation of various culinary dishes. It stands out for
its high content of water, proteins, minerals, fiber and its low-fat content. It
contains bioactive compounds such as anthocyanins, phenols and flavonoids
necessary to neutralize free radicals in the human body. A flour was prepared
to evaluate the physicochemical characteristics and antioxidant properties of
purple cabbage and its behavior through in vitro digestion. The results showed
that red cabbage flour is rich in carbohydrates 68.61+0.15%, proteins
15.57+0.17% and ash 8.71+0.53%, in addition to being low in fat 0.55+0.03
0.55+£0.03%. Bioactive compounds and antioxidant properties showed a
decreasing behavior in each digestive phase. In conclusion, antioxidants suffer
degradation in the different phases of in vitro digestion.

Key words:
Proximate chemical composition; anthocyanins; phenols; digestibility; purple
cabbage flour

Introduccion

Las hortalizas son plantas comestibles utilizadas como alimento, se
caracterizan por ser utilizadas en gran medida sin ninguna transformacion
industrial y se cultivan de forma intensiva (FAO, 2020). El género Brassica
incluye varias plantas que tienen importancia econdmica debido a que
proporcionan raices, hojas y semillas oleaginosas comestibles incluidas la col
(Brassica oleracea var. capitata), la col rizada (Brassica oleracea var. sabellica),
el brécoli (Brassica oleracea var. itdlica), las coles de Bruselas (Brassica
oleracea var. gemmifera), la coliflor (Brassica oleracea var. botrytis) (Shah et
al., 2021). De este género, oleracea es una de las especies mas consumidas en
todo el mundo (Samec & Salopek-Sondi, 2019), debido a su consumo en estado
fresco en diferentes platillos (Hanschen, 2020) y a su composicidon quimica,
qgue incluye micronutrientes y fitoquimicos, como vitaminas A, C y K,
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polifenoles totales, glucosinolatos y antocianinas (Drozdowska et al., 2020). El
color de la col esta influenciado por varios factores, incluido el pH del suelo y
la cantidad de las 30 antocianinas que se encuentran en la col morada, que
contienen principalmente derivados de cianidina-3-diglucdsido-5 glucdsidos
en formas aciladas o no acetiladas (Ahmadiani et al., 2019). Las antocianinas
muestran efectos sobre la salud en humanos, como antiinflamatorios,
antidiabéticos y una alta compatibilidad con los sistemas bioldgicos (Farooq et
al., 2020). Sin embargo, para conferir estos efectos benéficos sobre la salud,
los compuestos antioxidantes deben encontrarse biodisponibles después del
tracto digestivo, llegando al intestino delgado considerablemente reducidos,
afectando su biodisponibilidad (Izzo et al, 2020). Con base en lo anterior, se
realizd una caracterizacion fisicoquimica de la obtencién de la molienda de col
morada deshidratada (harina) (Brassica oleracea var. capitata f. rubra)
enfatizando en el contenido de compuestos bioactivos y su capacidad
antioxidante para apreciar su comportamiento antes y después de ser
sometida a la digestidon in vitro en las tres diferentes fases: oral, gastrica e
intestinal y evaluar su biodisponibilidad.

Materiales y Métodos

Obtencion de la materia prima

Se obtuvieron 45 kg de col morada fresca (Brassica oleracea var. capitata f.
rubra) en la central de abastos de Pachuca de Soto, Hidalgo, México, en la
temporada de junio a julio del 2021. Las hojas de la hortaliza se lavaron con
solucion de hipoclorito de sodio al 1 % para después dejarlas escurrir y
proceder a cortarlas en tiras, las cuales fueron extendidas en charolas para
llevar a deshidratar en un horno de secado con flujo de aire (BOV-T70C) a
temperatura constante de 45 °C durante 36 h. Posteriormente se molid con
ayuda de un molino modelo HC-2000Y (Jiawanshun, HC-2000Y, China) y se
tamizd6 en un tamiz de acero inoxidable con malla del Num. 100,
posteriormente se almacend en bolsas herméticas metalizadas hasta su uso.
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Analisis quimico proximal

Se realizd por triplicado en la harina de col morada determinando por
gravimetria la humedad (925.10), fibra (985.29) y cenizas (923.03), el
contenido de lipidos se determind por método de Soxhlet utilizando como
disolvente éter de petrdleo (920.39), el contenido de proteina fue
determinado por método Kjeldahl (920.87) y finalmente se obtuvo el
contenido de carbohidratos totales por diferencia (AOAC, 2005).

Actividad de agua (aW)

La determinacion de la actividad de agua se realizé con en el equipo HygroPalm
AW-1 con una sonda AW-DIO después de 10 min de lectura a 23°C (Budryn et
al., 2013).

pH

El pH se midid aplicando el método AOAC (2005)10.035, para esto se pesaron
5 g de harina de col morada y se disolvieron en 25 mL de agua destilada, y se
midio directamente con un potenciémetro previamente calibrado (buffers pH
4,7 y 10) (HINOTEK®) (AOAC, 2005).

Sélidos solubles (°Brix)

La cantidad de sélidos solubles totales se determiné aplicando la norma ISO
2173:2003, se pesd 1 g de muestra y se diluyé en 10 mL de agua destilada; se
utilizé un refractémetro (ATAGO SMART 1) (ISO, 2003).

Azucares reductores Totales y Directos por el método DNS

Para determinar los azucares reductores de la harina de col morada se prepard
el reactivo DNS (3,5-dinitrosalicilico), primero se realizd una curva patrén a
partir de glucosa al 0.2 % y se realizaron diluciones a concentraciones que
fueron de 0.2 g/L hasta 2.0 g/L. Posteriormente se determinaron por triplicado
los azlcares reductores totales (ART) en donde se colocé en un tubo de ensaye
0.5 g de muestra, 2.6 mL de agua destilada y 300 pL de HCl al 5 %, después se
agitod el contenido en un vortex y se calentd en baino maria a 60 °C por 30 min.,
posteriormente se realizd un choque térmico en agua con hielo, se ajusto el
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pH entre 6 a 8 con una solucién de KOH 3N y se aforo el contenido a 15 mL. De
esta muestra hidrolizada se tomaron 500 pL y se colocaron en un tubo de
ensaye con 500 pL de DNS para calentar a ebulliciéon por 5 min, después se
enfrid en agua con hielo y se agregaron 5 mL de agua destilada homogenizando
perfectamente, las lecturas se realizaron en el espectrofotémetro a 540 nm.
Para los azucares reductores directos (ARD), se colocaron 0.5 g de muestra en
un vaso de precipitado y se le agregaron 5 mL de agua destilada, se ajusté pH
entre 6 a 8 con una solucién de KOH al 3N y después se aforé a 10 mL con agua
destilada, de la muestra se tomaron 500 uL y se colocaron en un tubo de
ensaye y se le agregaron 500 pL de DNS, se calentaron a ebullicidon por 5 min.,
se enfrid en agua con hielo y se le agregaron 5 mL de agua destilada,
finalmente se homogenizo y se realizo la lectura a 540 nm. (Miller, 1959).

Tamiz fitoquimico

Los compuestos quimicos presentes en la harina de col morada se
determinaron realizando los siguientes ensayos fitoquimicos de reacciones
colorimétricas de acuerdo a Beltran et al. (2013): alcaloides por prueba de
Mayer, los esteroles con la reaccion de Liebermann-Burchard, insaturaciones,
sesquiterpenlactonas por la prueba de Baljet, flavonoides por prueba del acido
sulfurico, saponinas mediante la prueba de Salkowski y prueba de Shinoda,
cumarinas con la prueba de hidréxido de sodio, oxhidrilos fendlicos con la
prueba del cloruro de hierro, glicosidos de antraquinona (prueba de
Borntrager), glucdsido cardiaco (prueba de Keller-Killiani), quinonas (ensayo
de Borntrager), taninos (ensayo de cloruro férrico) y antocianinas con la
prueba del acido clorhidrico.

Cuantificacion de antocianinas totales

Se cuantificé el contenido total de antocianinas monoméricas mediante el
método de pH diferencial utilizando las ecuaciones descritas en la AOAC
(2005). Se prepararon dos soluciones buffer: una de KCl 0.025 M ajustando el
pH a 1 con HCl y otra de acetato de sodio 0.5 M ajustando el pH a 4.5 con HCI.
Se hicieron reaccionar de forma independiente 2 mL de los dos diferentes
buffers con 0.5 mL del sobrenadante obtenido de la mezcla de harina de col
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con agua destilada para dejarlos reposar por 15 min y posteriormente se
traspasd el contenido a las celdas de cuarzo de 10 mm de longitud para
colocarlas en el espectrofotometro (Shimadzu, UV-1280, EUA), ambas celdas
se leyeron a una longitud de onda de de 520 y 700 nm. Esto se hizo por
triplicado. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de cianidina-3-
glu (mg Cyn-3-glu) (Lee et al., 2005).

Fenoles totales

La cuantificacidn de fenoles totales se realizé por triplicado reaccionando 1580
uL del sobrenadante (harina de col morada mezclada con agua destilada,
llevada a la centrifuga por 5 min a 10,000 rpm (728 g) con 100 pL Folin-
Ciocalteau y dejando reposar en completa oscuridad por 8 min para
posteriormente agregar 200 uL de solucidn de Na,COs, al 20 %, una vez
homogeneizado se colocd a bafio maria a 50 °C por 50 min para después
colocar en las celdas de cuarzo y leer en el espectrofotometro (Shimadzu, UV-
1280, EUA) a una absorbancia de 765 nm. Se realizé la curva de calibracién de
acido galico y los resultados se expresaron como miligramos de equivalentes
de acido galico (Nguyen et al., 2020).

Flavonoides totales

El contenido total de flavonoides se determind de acuerdo a Lin & Tang (2007)
con algunas modificaciones (sustituyendo el alcohol por metanol) mezclando
1 g de harina de col morada en 5 mL de metanol (100 %), se homogeneizaron
y centrifugaron a 10,000 rpm (728 g) durante 15 min. Luego, se colocaron 2 mL
del sobrenadante en un tubo de ensayo y se le agregaron 2 mL de AlCls al 2%,
y la mezcla se mantuvo en oscuridad durante 20 min. La absorbancia a 415 nm
se midid con un espectrofotometro (Shimadzu, UV-1280, EUA). Se usé
guercetina para la curva estandar. El contenido total de flavonoides se expresé
en mg de equivalente de quercetina/100 g de harina de col morada (mg
QE/100 g).
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Actividad antioxidante

DPPH

Se preparé la solucidon estandar de radicales de 2000 ppm del radical libre 1,1-
difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH*) en metanol grado analitico, la cual se
almacend a 0 °C, en recipiente ambar recubierto con papel aluminio para
mayor proteccion contra luz. Se obtuvo el sobrenadante mezclando harina de
col morada con agua destilada y se centrifuga por 5 min a 10,000 rpm (728 g).
Se afiadieron 1.95 mL de la solucion estandar de radicales y se mezcld con 0.05
mL del sobrenadante previamente obtenido, se dejo reposar en total
oscuridad por 30 min, posteriormente la absorbancia a 517 nm se midié con
un espectrofotdmetro (Shimadzu, UV-1280, EUA). Se realizd la curva de
calibracion con Trollox y los resultados fueron expresados en mg equivalentes
de Trolox (Brand et al., 1995; Xu et al., 2014).

ABTS

Se prepard una solucion combinada con persulfato potasio al 2.45 mM,
durante una prueba previa de mezcla de 16 h. El radical se ajustd en un
espectrofotometro (Shimadzu, UV-1280, EUA) con una longitud de onda de
732nma 0.7 £0.02 nm de absorbancia a una longitud de onda de 732 nm para
después en un tubo de ensayo mezclar 1.450 mL de radical y 50 puL de muestra,
se dejo reaccionar durante 30 min en oscuridad total, la absorbancia a 732 se
midio con un espectrofotémetro (Shimadzu, UV-1280, EUA). Se realizé la curva
de calibracion con Trollox y los resultados fueron expresados en mg
equivalentes de Trolox (mg ET) (Re et al., 1999; Minekus et al., 2014).

Digestion in vitro de los compuestos bioactivos y capacidad antioxidante

La simulacién in vitro de la digestion gastrointestinal de la harina de col morada
se realizd segin Minekus et al (2014) con algunas modificaciones (mayor
cantidad de agua y solucién salivaria en la fase oral). Esta se dividio en tres
etapas: (a) Fase oral, en donde 2 g de harina de col morada se mezclaron con
9.950 mL de agua, 3.5 mL de soluciodn salivaria simulada, 1500 U de a-amilasa
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y 25 uL de CaCl; 0,3 M. La mezcla se incubd en bafio maria a 37 °C, con
agitacion, durante 2 min. (b) Fase gastrica; 10 mL de muestra liquida de la fase
oral se mezclaron con 7.5 mL de solucidn gastrica simulada, 2500 U de pepsina
porcina, 5 uL de CaCl; 0.3 M, 0.2 mL de HCI 1M para llegar a pH 3.0y 0.695 mL
de agua. La mezcla se incubd en bafio maria a 37 °C, con agitacion, durante
120 min. (c) Fase intestinal, 10 mL de fase gastrica se mezclaron con 11 mL de
solucidn intestinal simulada, se afiadid liquido pancreatico al 10 % (0.4 g de
pancreatinay 2.5 g de sales biliares en 100 mL de NaHCO3 0.1 M), se ajusté el
pH a 7 con NaHCOs 0.5 M la mezcla se incubd en un bafio maria a 37 °C, con
agitacion, durante 120 min. Se tomaron cuatro muestras para su posterior
analisis: de la harina de col morada antes de iniciar la digestion, y al finalizar
cada fase, oral, la gastrica y la intestinal. Todas las muestras se centrifugaron
a 10,000 rpm (728 g) durante 10 min a 4 °C con una centrifuga (Hermle, Z 36
HK, Gosheim, Alemania) y posteriormente se mantuvieron en refrigeracion
hasta su analisis para la determinacién de antocianinas, fenoles totales,
flavonoides, capacidad antioxidante con el reactivo 2,2’-Azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS*) y 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH").

Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS 25.0
(SPSS Inc., Chicago, IL). Los datos recopilados fueron analizados mediante un
analisis de varianza (ANOVA). Al encontrar diferencias significativas se realizé
una prueba de comparacién de medias de Tukey, considerando un nivel de
significancia de p<0.05.

Resultados y Discusion

Obtencion y caracterizacion fisicoquimica de la harina de col morada

De los 45 kg de col morada fresca se obtuvieron un total de 4.44 kg de harina,
lo que representa un 9.88 % de rendimiento en comparacién al peso inicial.
Similares resultados reportan Rodriguez et al. (2019), donde obtienen 9.31%
de materia seca. En la Tabla 1 se observan los resultados obtenidos del analisis
guimico proximal. En un estudio realizado por Brito et al. (2020), reportan que
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en harina de col rizada tuvieron una concentracion de humedad 10.35+3.33 %
y cenizas 18.051£0.66 %, la diferencia de humedad pudo ser debido al método
de secado utilizado, habiendo una diferencia en la temperatura y tiempo
empleado (65°C por 6 h) ademas de las diferentes partes de la hortaliza usada,
ya que ellos ocuparon solamente los tallos, los cuales concentran mayor
humedad. En relacién con las cenizas, Mariga et al. (2012), reportan datos
similares a Brito et al. (2020), por lo que se puede confirmar que la col rizada
posee mayor contenido de cenizas en comparacion a la col morada. En cuanto
a los lipidos, Brito et al. (2020) reportan un total de 0.80+0.53 %, valor similar
al obtenido en la harina de col morada 0.55+0.03 %. Para proteina reportan
valores inferiores 12.28+1.28 % lo que pudo deberse a la parte de la hortaliza
empleaday al contenido de humedad que esta contenia.

Tabla 1. Analisis quimico proximal en harina de col morada.

Harina de col

Parametro (%) morada

Humedad 6.01+0.53
Grasa 0.55+0.03
Fibra 0.1+0.01

Proteina 15.57+0.17
Cenizas 8.71+£0.53
Carbohidratos 68.61+0.15

Actividad de agua (aW), pH, °Brix y azuicares reductores directos y totales
(ARD Y ART)

El valor de aW se encuentra dentro de los indicados de acuerdo con Ohaco,
(2016) quien menciona que valores de aW inferiores de 0.6 son aceptados para
gue un producto deshidratado sea estable y que las reacciones de degradacion
ocurran a baja velocidad. Rodriguez et al. (2019), realizaron un andlisis
fisicoquimico en harina de col morada, obteniendo un pH de 4.66+0.03, valor
inferior al de esta investigacidn, lo que pudo deberse a las condiciones del
suelo donde se cultivd. Los sdlidos solubles totales obtuvieron un valor
superior de 16.7+1.01 mg eq de glucosa, esto pudo deberse a la temporada
delafo enla que recolectaron la hortaliza y al nivel de maduracién de la misma

27



de acuerdo a lo que reportan Cepeda et al. (2009), en relacidn al contenido de
los solidos solubles totales y el momento de corte en frutas y hortalizas
Valencia et al, (2020), determinaron los azucares reductores en extracto de col
morada fresca la cual presento 0.93 + 0.01 mg eq de glucosa, valor inferior en
comparacion al presente trabajo, atribuido al tratamiento empleado; ya que
en el extracto pudieron estar diluidos mientras que en la harina se
encontraban concentrados debido a la pérdida de humedad.

Tabla 2. Actividad de agua (aW), pH y °Brix en harina de col morada

Harina de col
Parametro morada
aWw 0.281+0
pH 6.15+0.02
°Brix 6.6+£0.01
ARD (mg eq glucosa) 4.1710.15
ART (mg eq glucosa) 6.01+0.08

ARD= AzUcares reductores directos
ART= Azlcares reductores totales

Tamiz fitoquimico

Se detectd la presencia de alcaloides, insaturaciones, compuestos fendlicos,
sesquiterpenlactonas, flavonoides, saponinas, taninos y antocianinas (Tabla 3).
Fernandez et al; (2019), quienes realizaron un tamizaje fitoquimico al extracto
etanolito de las hojas de col morada, se obtuvo la presencia de alcaloides,
compuestos fendlicos, flavonoides, taninos y antocianinas, resultados
similares a los del presente estudio.
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Tabla 3. Tamiz fitoquimico de harina de col morada

Metabolito Resultado
Alcaloides +
Insaturaciones
Compuestos fendlicos
Sesquiterpenlactonas
Flavonoides
Saponinas

Cumarinas -
Esteroles

Taninos +

Antocianinas +
+ = Presencia

+ + + + +

- = Ausencia

Compuestos bioactivos, actividad antioxidante y su comportamiento
durante la digestidn in vitro

Se observaron diferencias significativas (p<0.05) en los valores de los
compuestos bioactivos de la harina de col morada tras ser sometida a la fase
oral. La actividad antioxidante no presenté diferencias significativas (p<0.05).
Reyes et al, (2023), mencionan la accidn de la a-amilasa como catalizadora en
el rompimiento de las cadenas de azucares quienes estan asociados a los
compuestos bioactivos, por lo que puede deberse la disminucion de los
compuestos bioactivos a este suceso. Podsedek et al. (2014), obtuvieron de
antocianinas en col morada fresca un 34.28+1.60 mg/100 g (eq Cianidina 3
glucosidada) y para compuestos fendlicos 108.78 + 7.61 mg/100 g (eq acido
galico), estos datos son inferiores al presente estudio; debido a la
concentraciéon de los compuestos por parte de la harina en relaciéon a la
humedad que posee en estado fresco. En relacién a la actividad antioxidante
Thi Tran et al. (2022), obtuvieron en un extracto con cloroformo de hojas
deshidratadas de col morada para ABTS una actividad de 87.86 £ 0.16 % y para
DPPH 92.08 + 0.66 %, valores superiores en comparacion a esta investigacion
debido posiblemente a los solventes empleados, ya que primero hicieron una
extraccion de compuestos no polares con hexano para posteriormente usar el
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cloroformo en la extraccion de los compuestos antioxidantes, lo que pudo
favorecer el incremento de la actividad.

Fase gastrica (GP)

Hubo una disminucién de los compuestos bioactivos y en la actividad
antioxidante en comparacién a la fase oral. Esto puede deberse a que las
condiciones del trayecto gastrico provocan algun tipo de hidrdlisis o reaccién
con otros compuestos como el acido estomacal o las enzimas que afectan la
capacidad antioxidante (Zampedri et al., 2018). Podsedek et al., (2014),
realizaron una digestidn in vitro al extracto de col morada (metanol al 70 %)
presentando un comportamiento de disminucidn similar, ellos concluyeron
qgue las antocianinas se ven afectadas por la composicién de la col y los
componentes vegetales, incluida la fibra dietética.

Fase intestinal (IP)

Los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante presentaron una
disminucién habiendo diferencias significativas (p<0.05) en comparacion a las
diferentes fases. Podsedek et al. (2014) reportan que, durante la digestion
intestinal, la estabilidad de las antocianinas depende en gran medida de las
matrices alimentarias. Por lo anteriormente mencionado y por lo obtenido en
este estudio se puede deducir que las antocianinas se ven degradadas tras el
paso digestivo. 1zzo et al. (2020), realizaron una digestioén in vitro en extracto
de col morada con acido férmico (MeOH:H,0 (6:4) 0.1 % FA) iniciando con un
total de 19.98+0.13 y terminando en fase intestinal con 22.28+ 0.29 (mg/g eq
acido galico), teniendo una potencializacién de los compuestos fendlicos,
efecto contrario a lo obtenido en este trabajo, lo que pudo deberse a la
polaridad de los solventes empleados, consiguiendo en el extracto metanol-
agua un tipo de antocianinas que con el pH modifiquen su estructura, ademas
ellos mencionan que durante la digestion gastrointestinal, los compuestos
bioactivos podrian ser metabolizados por la microflora colénica humana,
generando metabolitos con mayor bioactividad y mds efectos beneficiosos.
Sodagarietal. (2015), reportan que hasta el 70 % de las antocianinas derivadas
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de los alimentos podrian llegar al colon, por lo que una ingesta regular de
alimentos ricos en antocianinas podria tener efectos beneficiosos para la salud
humana.

Tabla 4. Compuestos bioactivos, capacidad antioxidante y digestion in vitro en harina de

col morada
Compuesto/actividad PCF oP GP IP

Antocianinas mg/g eq Cianidina

3 glucosidada 1.18+0.00? 1.15+0.00° 0.72+0.00°¢ 0.57+0.00¢
Fenoles mg/g eq 4acido galico 11.36+0.01>  10.35+0.02° 8.85+0.06°¢ 3.77+0.13¢
Flavonoides mg/g eq Quercetina  3.13+0.092 2.69+0.02° 0.13+0.00¢ 0.09+0.00¢
ABTS % inhibicién 73.24+1.08° 71.23+1.08%®  70.48+1.14°>  68.94+0.48°
DPPH % inhibicién 83.68+0.06°  83.18%0.21*  49.55+0.30°  44.10%0.14°

Diferentes letras minusculas en las columnas representan una diferencia significativa (p<0,05) con una
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey. PCF = Harina de col morada, OP = Fase oral, GP = Fase
gastrica, IP = Fase intestinal.

Conclusiones

La harina de col morada es rica en nutrimentos como carbohidratos y proteina,
ademas posee un bajo aporte de grasa. En cuanto a los compuestos bioactivos
contiene fenoles, flavonoides y antocianinas a los cuales se les atribuye la
actividad antioxidante, sin embargo, estos compuestos sufren una
disminucion tras ser sometidos a la digestidn in vitro, por lo que se sugiere la
evaluacion de su capacidad en un modelo in vivo para comprobar su
funcionalidad.
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Capitulo 2

Evaluacidn de la capacidad antioxidante de harina de col morada (Brassica
oleracea var. Capitata F. rubra) sobre el estrés oxidativo inducido por
medio de actividad fisica en ratas Wistar

Resumen

Este estudio aborda el fendmeno del estrés oxidativo inducido por el ejercicio
fisico y la potencial utilidad de la suplementacién con harina de col morada
(Brassica oleracea var. capitata f.rubra) como antioxidante de origen vegetal
para mitigar sus efectos negativos, debido a que durante la actividad fisica, el
aumento en la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) puede
superar las defensas antioxidantes enddgenas, generando un desequilibrio
redox que puede contribuir a la fatiga muscular, lesiones y alteraciones en la
homeostasis celular. Las ratas macho de la linea Wistar inducidas al ejercicio
presentaron valores mas altos de lactato en sangre en comparacién a las ratas
gue no realizaban ejercicio. Asi mismo se observd que la capacidad
antioxidante en el plasma aumento en las ratas que eran inducidas al ejercicio
con y sin suplementacion de la harina de col morada, pero el mayor aumento
en la capacidad antioxidante del plasma lo presentaron las ratas que se
inducian al ejercicio y eran suplementadas con la harina de col morada. De
igual forma el andlisis quimico proximal de la carne de las ratas inducidas por
el ejercicio y suplementadas con la col morada demostré un aumento en la
proteina y cenizas ademas de una disminucion en el porcentaje de grasa. En
conclusion, este trabajo proporciona datos para el uso de la harina de col
morada como antioxidante natural que ayuda a preveniry a disminuir el estrés
oxidativo inducido por el ejercicio.

Palabras clave:
Col morada, estrés oxidativo, capacidad antioxidante
Abstract

This study addresses as an objective the phenomenon of oxidative stress
induced by physical exercise and the potential usefulness of supplementation
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with purple cabbage flour (Brassica oleracea var. capitata f.rubra) as an
antioxidant of plant origin to mitigate its negative effects, due to that during
physical activity, the increase in the production of reactive oxygen species
(ROS) can overcome endogenous antioxidant defenses, generating a redox
imbalance that can contribute to muscle fatigue, injuries and alterations in
cellular homeostasis. Male rats from the Wistar line induced to exercise had
higher blood lactate values compared to rats that did not exercise. Likewise, it
was observed that the antioxidant capacity in the plasma increased in the rats
that were induced to exercise with and without supplementation of purple
cabbage flour, but the greatest increase in the antioxidant capacity of the
plasma was presented in the rats that were induced to exercise. and they were
supplemented with purple cabbage flour. Likewise, the proximal chemical
analysis of the meat of rats induced by exercise and supplemented with purple
cabbage demonstrated an increase in protein and ash in addition to a decrease
in the percentage of fat. In conclusion, this work provides data for the use of
red cabbage flour as a natural antioxidant that helps prevent and reduce
oxidative stress induced by exercise.

Keywords:
Purple cabbage, oxidative stress, antioxidant capacity
Introduccion

La practica regular del ejercicio fisico ha sido altamente promovida debido a
sus multiples efectos beneficiosos para la salud, entre los cuales destacan el
aumento de la funcidon cardiovascular y respiratoria, la mejora de Ia
composicidn corporal, entre otros (Pedersen & Saltin, 2015). Sin embargo,
diversos estudios mencionan que su realizacion desencadena respuestas
bioquimicas complejas, entre ellas la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Poblete et al., 2018). La produccién de ROS durante el ejercicio
es inevitable y constituye un componente necesario para desencadenar
adaptaciones beneficiosas, Powers et al. (2010) mencionan que la generacion
de ROS durante la contraccion muscular es esencial para la senalizacién celular
gue promueve adaptaciones en la capacidad antioxidante y la resistencia
muscular. Sin embargo, la dualidad del estrés oxidativo se manifiesta en su
capacidad para causar dafo celular cuando se produce en exceso. Fisher y

38



Bloomer (2009) reportan que la produccién excesiva de ROS puede contribuir
al dano de las biomoléculas, afectando negativamente la funcién celular y
prolongando la recuperacion post-ejercicio. La busqueda de estrategias para
contrarrestar los efectos negativos del estrés oxidativo ha llevado a explorar el
potencial efecto protector de los antioxidantes naturales presentes en
alimentos como la col morada. Heim et al. (2002) reportan que las
antocianinas, compuestos antioxidantes presentes en abundancia en la col
morada, han demostrado tener propiedades antiinflamatorias y antioxidantes
significativas. Esto ofrece una perspectiva novedosa para modular el estrés
oxidativo, aprovechando los beneficios de los fitoquimicos presentes en los
alimentos. La col morada, en particular, ha atraido la atencidén debido a su
riqueza en antocianinas, pigmentos naturales con propiedades antioxidantes.
Como sefialan Tsuda et al. (2003), las antocianinas presentes en la col morada
han demostrado tener efectos antioxidantes, protegiendo las células del dafio
inducido por ROS". Este hallazgo respalda la idea de que la inclusidon de
alimentos ricos en antioxidantes naturales en la dieta puede ser una estrategia
efectiva para contrarrestar los efectos negativos del estrés oxidativo.

Gongalves et al. (2022), reportan que la suplementacién con compuestos
fendlicos antes del ejercicio puede reducir la produccién de ROS y mejorar la
capacidad antioxidante, contribuyendo a una recuperacion mas rapida.
Ademas, Tsuda et al. (2005), afirman que las antocianinas han demostrado
tener efectos beneficiosos en la prevencion de enfermedades crénicas, como
la diabetes y las enfermedades cardiovasculares. Esta doble accidn, no solo
centrada en la reduccion del estrés oxidativo sino también en la salud general,
resalta la importancia de considerar la dieta como parte integral de la gestién
del estrés oxidativo inducido por el ejercicio.

El objetivo de este estudio fue optimizar los beneficios y minimizar los riesgos
asociados al entrenamiento fisico por medio de la incorporacion de los
antioxidantes naturales como los presentes en la col morada como una
estrategia prometedora para modular el desequilibrio redox, proporcionando
beneficios tanto en la adaptacidn fisioldgica como en la prevencidn de posibles
efectos adversos.
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Materiales y métodos

Los procedimientos utilizados en este estudio fueron previamente aprobados
por el Comité de bioética para el cuidado y uso de animales de laboratorio de
la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH) quien otorgd el codigo
CICUAL: CICUAL/005/2022.

Modelo animal

Se utilizaron 24 ratas macho de la linea Wistar con una edad de 10 semanas y
un peso promedio de 300 g. Los animales se dividieron en 4 grupos de 6
animales cada uno de forma aleatoria y se enumeraron con una marca con
plumén en la cola del 1-6 respectivamente. Las especificaciones de cada grupo
fueron las siguientes: Grupo | (sin suplementacion de harina de col morada y
sin induccion al ejercicio), Grupo Il (con suplementacion de harina de col
morada y sin induccidn al ejercicio), Grupo Il (sin suplementacion de harina de
col morada y con induccién al ejercicio) y Grupo IV (con suplementacion de
harina de col morada y con induccién al ejercicio). Las ratas se mantuvieron
bajo las condiciones controladas de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999 en un
ciclo luz/oscuridad de 12 h, a 22 °C con control de humedad relativa del 45 %.
Se les suministro alimento para roedores (Formulab diet 5008) y agua ad
libitum.

Mediciones corporales

Los animales se pesaron en una bascula digital y se midieron con ayuda de una
cinta métrica a lo largo (de nariz al ano) y circunferencia. Esto se realizé al
recibirlas para posteriormente hacerlo una vez al finalizar cada semana (los
dias viernes) hasta la conclusidn del trabajo experimental.

Medicion del consumo de alimento y agua

Se realizé la medicion del consumo de alimento (Formulab Diet 5008) pesando
en una bascula digital 500 g al inicio de la semana y al transcurrir la semana se
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pesod el sobrante para asi restar la diferencia. El agua se medid con ayuda de
una probeta graduada al inicio de cada semana para posteriormente volver a
ser medida la finalizar la semana y restar la diferencia.

Periodo de adaptacidn al circuito de entrenamiento

Las ratas del grupo 3 y 4 fueron adaptadas por 21 dias al circuito de
entrenamiento para poder inducirles el estrés oxidativo. Este circuito
cuadrangular consté de 4 tubos de PVC de 6”de diametro y de 1.5 m de largo
con orificios para oxigenacion. Se hizo una adaptacion a cada seccién del
circuito por 4 dias en periodos de 5, 10, 15 y 20 min.

Induccidn al estrés oxidativo y suplementacion de la harina de col morada

Posterior al periodo de adaptacion se realizé por 48 dias la induccion al estrés
oxidativo, la cual consistid en un entrenamiento de las ratas del grupo 3y 4
dentro del circuito por 20 min diarios 5 veces a la semana. Cada vez que se
concluia con el entrenamiento, se le suministrd a cada rata del grupo 4 via
intragastrica 10 mg de harina de col morada diluida en 1 mL de agua destilada.
De igual forma, pero sin la induccién al estrés oxidativo se les suministro a las
ratas del grupo 2 la harina de col morada.

Determinacion de lactato en sangre

Con ayuda del equipo Accutrend Plus y de las tiras reactivas BM-Lactate, se
realizd la determinaciéon de lactato en sangre en las ratas de los diferentes
grupos (I, Il, Il y 1V). La sangre se obtuvo por medio de la técnica de puncién
en cola.

Las determinaciones se hicieron el dia 1y 21, antes de empezar el periodo de
adaptaciéon y al terminarlo para posteriormente dar inicio a la fase de
induccion al estrés oxidativo. La prueba se volvio a realizar a mitad de la fase
de induccidn al estrés oxidativo (dia 42) y al finalizarla (dia 65).
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Cuantificacion de la capacidad antioxidante total plasmatica (FRAP)

El método FRAP monitorea la actividad inducida por plasma en donde se hace
la conversién de Fe3" a Fe?'. La extraccion de la sangre de los animales se
realizd por medio de la técnica de puncién del seno retro orbital, esta se
recolectd en tubos vacutainer que contenian EDTA. Los tubos se conservaron
a 4 °C y posteriormente se centrifugaron a 1700 RPM durante 10 min. El
ensayo FRAP se realizd como lo describen Benzie y Cepa (1996). El plasma se
afadio al reactivo FRAP recién preparado (tampdn acetato 300 mM [pH 3.6],
10 mM TPTZ y FeClz 20 mM). La mezcla de reaccién se incubd durante 5 min a
37 °Cy seleyod la absorbancia a 593 nm. El FRAP se calculd a partir de una curva
estandar preparada con Trolox. Los resultados se expresaron como nmol/ml
de Trolox. Las determinaciones se hicieron el dia 1y 21, antes de empezar el
periodo de adaptacion y al terminarlo para posteriormente dar inicio a la fase
de induccion al estrés oxidativo. La prueba se volvid a realizar a mitad de la
fase de induccion al estrés oxidativo (dia 42) y al finalizarla (dia 65).

Sacrificio

Las ratas fueron eutanasiadas de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999 en una
camara de eutanasia con CO;. Inmediatamente se removieron el musculo
esquelético, corazodn, los rifiones, el higado y los pulmones para ser colocados
en formaldehido al 3.8% en solucién acuosa amortiguada con fosfatos.

Analisis de color de la carne

La determinacion del color en la carne de los cuadriceps de las ratas se realizd
posterior al sacrificio conservando la muestra en recipientes herméticos a una
temperatura de 4 °C. Se hizo uso de un colorimetro Minolta CM-508d, que
utiliza el sistema internacional CIELAB, el cual considera las desviaciones entre
blanco y negro (luminosidad), rojo a verde y amarillo a azul, dando los
parametros L* (luminosidad) a* (coordenadas rojo/verde) b* (coordenadas
amarillo/azul) (Pathare et al., 2012).
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Analisis quimico proximal en carne

Se realizd6 por triplicado en la carne de los animales post mortem
determinando por gravimetria la humedad (925.10), cenizas (923.03), el
contenido de lipidos utilizando como disolvente éter de petrdleo (920.39) y el
contenido de proteina fue por método Kjeldahl (920.87) (AOAC, 2002).

Histopatologia

Las muestras que se conservaron en formaldehido al 3.8% fueron procesadas
por el método de inclusién en parafina (Prophet, 1995) mediante un
procesador automatizado de tejidos marca Microm, modelo TP1020, cortadas
a 6 um en un micrétomo marca Leica modelo 2125RT a 4 um de grosor y
coloreadas con la técnica de Hematoxilina-Eosina (H-E) (Prophet, 1995). Las
preparaciones histoldgicas resultantes fueron observadas y analizadas con un
microscopio compuesto de campo claro marca Olympus, modelo BX41. Las
imagenes seleccionadas fueron capturadas con una camara digital
MediaCybernetics, Modelo Evolution VF, mediante el software Image-Pro
Express 6.0 (MediaCybernetics), instalado en una computadora marca Vaio
con procesador Pentium 4y 1 Gb de RAM.

Analisis estadistico

El anadlisis estadistico se llevd a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS 25.0
(SPSS Inc., Chicago, IL). Los datos recopilados fueron analizados mediante un
analisis de varianza (ANOVA). Al encontrar diferencias significativas se realizé
una prueba de comparacién de medias de Tukey, considerando un nivel de
significancia de p<0,05.
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Resultados y discusion

Mediciones corporales

Como se observa en la Figura 2y Tabla 5, los animales presentaron un aumento
gradual de peso, longitud y circunferencia. En la semana 1 comenzaron con un
peso promedio de 305.17+4.01 g, una longitud de 21.25£0.71 cm y una
circunferencia de 17.30+0.26 cm. Conforme fueron transcurriendo las
semanas, cada grupo fue ganando peso y aumentando sus mediciones de largo
y circunferencia. Al terminar el protocolo en la semana 10, los animales
obtuvieron un peso promedio final de 413.71+4.83 g, una longitud de
22.60£0.31 cm y una circunferencia de 17.63+0.31 cm. Se mostraron
diferencias significativas entre el grupo 3 durante el trayecto de las semanas,
este grupo presentdé menor peso en comparacion con los demas, relacionando
esta informacién con el andlisis quimico proximal en la carne se puede concluir
gue esta disminucion de peso se debid a un porcentaje menor de grasa. Un
estudio realizado por Cossio et al. (2013) en donde se desarrollaron curvas de
referencia para valorar el crecimiento fisico de ratas machos Wistar en funcion
de la edad cronoldgica y la maduracién somatica desde una perspectiva no-
invasiva, muestra que en la semana 10 de crecimiento las ratas obtuvieron un
peso promedio a los 300 g, peso similar al que tuvieron las ratas del presente
estudio cuando se inicié el experimental. De la misma forma en la semana final
de su investigacién (semana 18) los animales presentaron un peso final
promedio de 400 g, resultado similar al obtenidos en el presente estudio en la
etapa final. Por lo que los resultados en ambas investigaciones revelan que, en
todos los percentiles, los valores se incrementan con el transcurso de la edad
en animales que se encuentran en la fase de vida intermedia (hiperplasia-
hipertrofia), que va desde los 17 hasta los 48 dias de edad y en la fase final
(almacenamiento), que comprende desde los 48 hasta los 160 dias
aproximadamente. Por otro lado, Cossio et al. (2013), no consideraron la
medicion de la longitud total y mencionan que este parametro es una variable
relevante para el seguimiento del crecimiento longitudinal de los roedores y
es un predictor de la composicion corporal. En la presente investigacion se
realizaron las mediciones de largo y de circunferencia, haciendo el aporte en
esta area de estudio.
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Figura 2. Medicion de peso (g) Grupo 1 (sin suplementacion de harina de col morada y sin induccién
al ejercicio), Grupo 2 (con suplementacién de harina de col morada y sin induccién al ejercicio), Grupo
3 (sin suplementacién de harina de col morada y con induccién al ejercicio) y Grupo 4 (con
suplementacion de harina de col morada y con induccién al ejercicio)

a, b, ¢, d literales diferentes entre filas indican diferencias significativas p<0.05
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Tabla 5. Medicion de largo y ancho (cm)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho

Semana 1l |20.33+1.08 16.97+0.772 22.00+0.54® 17.42+0.49% 21.08+0.66* 17.23+0.71% 21.58+0.972 17.58+0.382

Semana 2 |20.83+1.16° 17.75+0.682 22.08+0.492 17.83+0.68* 21.17+0.68" 17.42+1.07% 21.67+0.88% 17.50+1.0°

Semana 3 |21.92+0.80* 18.17+0.40% 22.08+0.492 18.17+0.60* 21.42+0.37* 17.92+0.86% 21.67+0.812 17.42+0.80°

Semana 4 | 22.00£0.0° 18.17+0.58° 22.17+0.72® 19.17+0.68* 21.58+0.37% 18.25+0.82° 22.08+0.492 18.25+0.82°

Semana 5 | 22.00+0.0® 17.50+0.542 22.17+0.75% 17.25+0.272 21.92+0.49° 17.00+0.442 22.17+0.40° 16.83+0.60°

Semana 6 | 22.00+0.0® 17.83%0.752 22.33+0.512 17.83+0.40@ 22.00+0.0* 17.33+#0.602 22.25+0.412 17.25+1.082

Semana 7 | 22.00+0.0® 17.58+0.582 22.33+0.512 17.33+0.51@ 22.00+0.0* 17.75+0.412 22.25+0.412 18.00+0.312

Semana 8 | 22.00+0.0° 17.58+0.492 22.42+0.49* 17.82+0.382 22.08+0.20° 17.50%0.63% 22.33+0.40° 17.58+0.66°

Semana 9 |22.08+0.20* 18.67+0.812 22.83+0.252 18.50+0.542 22.58+0.372 17.58+0.66° 22.83+0.512 17.42+0.86°

Semana 10 | 22.17+0.26° 18.00+0.632 22.83+0.25% 17.75£0.54® 22.58+0.37@ 17.42+0.732 22.83+0.51° 17.33+0.602

a, b, c literales diferentes entre filas indican diferencias significativas p<0.05

Medicidn del consumo de alimento y agua

En la semana 1 se obtuvo de los 4 grupos un consumo promedio de alimento
de 906.50+18.66 gy agua de 1472.5+28.30 mL. Se observd que el consumo de
estos fue gradualmente en aumento conforme transcurrian las semanas, sin
embargo, después de la obtencion de muestras de sangre el consumo
presento un comportamiento de disminucidn en el alimento del 10.07 % y en
el agua del 9.76 % en la semana 4 y en la semana 8 nuevamente se presentd
la misma situacién, habiendo una disminucién en el consumo de alimento del
25.45 % y de agua del 26.78 %, esto en relacidon al consumo en la semana
posterior a la obtencidn de las muestras de sangre en todos los grupos. Estos
datos se pueden visualizar en la Tabla 6 y en la Tabla 7. Una investigacion
realizada por Gonzalez et al. (2010), evalud los efectos de dos tipos de estrés,

46



crénico y agudo, en situaciones de controlabilidad o incontrolabilidad sobre el
peso corporal, consumo de alimento y agua en ratas, reportaron una
disminucidn en el consumo de alimento y agua durante la exposicion al estrés
agudo y crdnico, situacion similar en la presente investigacion. Ademas, un
estudio realizado por Manhaes-de-Castro et al. (2020) concluyé que las ratas
expuestas a estrés agudo mostraron una reduccion significativa en el consumo
de alimento, lo cual es consistente con el fendmeno de la hipofagia inducida
por estrés. También, observaron que este efecto se acompafaba de un
aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno y un aumento en la
actividad de enzimas antioxidantes en el hipotalamo. Esto sugiere que el estrés
provoca un desequilibrio en el estado redox en el hipotalamo, lo que podria
contribuir a la regulacion del apetito y la ingestion de alimentos bajo
condiciones estresantes, por lo que se asocia este hecho con lo sucedido en
esta investigacion.

Tabla 6. Consumo de alimento ad libitum (g/semana)

Semana Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
1 892° 930° 891° 9132
2 921° 9602 927" 9672
3 949 1012° 925¢ 966°
4 872° 9052 818°¢ 872°
5 9512 9622 937" 9462
6 880° 9082 8952 877°
7 898°? 908°® 873b 884°
8 647° 680°? 657° 6722
9 983° 993b 10362 10502
10 1323¢ 1379° 1375° 1413°

a, b, ¢, literales diferentes entre filas indican diferencias significativas p<0.05
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Tabla 7. Consumo de agua ad libitum (mL/semana)

Semana Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
1 14802 1480° 1432° 14982
2 1536¢ 1650° 1532°¢ 1592°
3 1480¢ 16367 1482°¢ 1546°
4 1354¢ 14443 1392° 1354¢
5 1498¢ 1562° 16162 16222
6 1494¢ 1493¢ 16302 1524°
7 15732 1558° 15842 1512¢
8 10864 1111°¢ 1195° 1167°
9 16184 1593¢ 17902 1662°
10 2050¢ 2170 22642 2140¢

a, b, ¢, d literales diferentes entre filas indican diferencias significativas p<0.05

Determinacion de lactato en sangre

Como se puede visualizar en la Tabla 8, al terminar el periodo de adaptacion
(dia 21), se presentd un incremento del 21.73 % en los valores de lactato en
los animales del grupo 3 y del 16.66 % en los animales del grupo 4, lo que
demostrdé que la induccion al estrés oxidativo se estaba llevando de forma
positiva. A mitad del periodo de induccién al estrés oxidativo (dia 42) se
obtuvieron niveles de lactato mas elevados en las ratas del grupo 2 (2.6£0.13)
y del grupo 4 (2.7+£0.38) en comparacion a los del grupo 1 (1.8+0.48) y del
grupo 3 (2.4+0.45). Al finalizar el protocolo (dia 65) se pudo observar que los
niveles de lactato en el grupo 4 (2.6+0.30) se veian disminuidos en
comparacion al grupo 3 (3+0.29). En el estudio realizado por Viera et al. (2022)
en donde se evaluo el ejercicio de resistencia de alta intensidad asociado con
extracto etandlico de Schinus terebenthifolius sobre parametros oxidativos y
dano muscular en ratas Wistar, mencionan que concentraciones de lactato
sanguineo superiores a 4 mmol/L se consideran valores de alta intensidad
después de la prueba fisica realizada. Los valores pre (2,17 + 0,65 mmol/Ly
1,71 + 0,65 mmol/L) se consideran de baja a mediana intensidad en
comparacion con los valores post (5,8 + 0,65 mmol/Ly 4,8 + 0,65 mmol/L). En
la investigacion realizada por Godoy et al. (2022) encontraron que la enzima
lactato deshidrogenasa (LDH), junto con otros biomarcadores, tienen un papel
importante en la detecciéon y monitorizacion del dafio muscular. Discutieron
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como la liberacion de LDH y otros marcadores en la circulacién esta
relacionada con la intensidad y la duracion del ejercicio fisico, asi como con la
gravedad del dafio muscular. Ademas, se destacd la importancia de estos
biomarcadores en la evaluaciéon de la recuperaciéon muscular y la respuesta al
tratamiento.

Tabla 8. Lactato en sangre

(mmol/L)
Periodo Grupo 1 Grupo2 Grupo3 Grupo4
Dia 0 Inicio adaptacion 2+0.59°  1.9+0.43® 2.3+0.22% 2.4+0.20°

Dia 21 Fin adaptacion/inicio induccién | 1.840.75¢ 2+0.80®  2.8+0.55° 2.8+0.31?

Dia 42 Mitad de induccidn 1.8+0.48° 2.6+0.13* 2.4+0.45° 2.7+0.38?

Dia 65 Fin de induccion 1.6£0.35¢ 2.4+0.42° 3+0.29° 2.6+0.30°

a, b, ¢, d literales diferentes entre filas indican diferencias significativas p<0.05

Cuantificacion de la capacidad antioxidante total plasmatica (FRAP)

Se obtuvo al final de la adaptacién (dia 21) un incremento en la capacidad
antioxidante en el grupo 3 de un 33.26 % y en el grupo 4 de un 36.38 %,
observando que la actividad fisica en los animales de esos grupos les ayudo a
aumentar la capacidad antioxidante en comparacién a los grupos 1y 2 que no
realizaban ninguna actividad. A mitad del entrenamiento (dia 42) el grupo 3
tuvo otro incremento del 15.49 % y también el grupo 4 incrementé un 28.18
%, observando el beneficio de la suplementacidn de la harina de col morada
en este ultimo grupo. Al finalizar el protocolo (dia 64) el grupo 2 mostré el
mayor incremento en la capacidad antioxidante con un 39.59 % desde que
inicié la suplementaciéon de harina de col morada (dia 21) hasta la culminacion
del protocolo, por lo que se puede concluir que el consumo de harina de col
morada elevo estos valores. Los grupos 3 y 4 presentaron una disminuciéon en
los niveles en comparacion al dia 42, estos datos se pueden visualizar en la
Tabla 9. En la investigacién realizada por Godoy et al. (2022) en donde se midié
en ratas la capacidad antioxidante no enzimatica plasmatica después del
ejercicio extenuante de natacidn y el ejercicio hasta el agotamiento,
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reportaron en la determinacion de FRAP que los niveles de FRAP de las ratas
de ambos grupos fueron un 42% y un 50% mas altos que los de las ratas del
grupo control, situacidon similar a la ocurrida en el presente estudio con los
grupos sometidos a la actividad fisica. En la investigacidn realizada por Souza
et al. (2020), en donde tuvo como objetivo determinar si el nivel de estrés
oxidativo hepdtico resultante del entrenamiento en intervalos de alta
intensidad (HIIT) se ve afectado por el patrén de frecuencia (consecutivo
versus no consecutivo) de las sesiones de entrenamiento reportaron que no
hubo diferencias significativas en el nivel o FRAP en los grupos de prueba en
comparacion con los grupos de control, mencionan que esto pudo deberse a
gue la induccion al dafio oxidativo que ellos realizaron posiblemente no fue
tan alta como para ver generado un incremento en la misma.

Tabla 9. Capacidad antioxidante en plasma (mmol/L L eq. Trollox)

Periodo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Dia 0 Inicio adaptacion 5.14+0.80° 5.37+0.83% 4.60+0.85° 4.37+0.78°
Dia 21 Fin adaptacion/inicio induccidon | 5.69+0.58% 5.43+0.49° 6.13+0.55% 5.96+0.222
Dia 42 Mitad entrenamiento 6.27+0.27° 5.50+0.31¢ 7.08+0.75® 7.64+0.712

Dia 64 Fin de entrenamiento 4.88+0.83¢ 7.58+0.87* 5.77+0.63 6.09+0.55°

a, b, c literales diferentes entre filas indican diferencias significativas p<0.05

Analisis de color en carne

Como se observa en la Tabla 10y Figura 3, las muestras de carne de los grupos
2,3 y 4 presentaron una luminosidad (L*) menor en comparacién al grupo 1.
Los grupos 2 y 4 tuvieron mayor tendencia al color rojo (a*) y amarillo (b*) en
comparacion a los grupos 1y 3, estos resultados coinciden con lo reportado
por Jumayi et al. (2022), cuya carne fue tratada con extractos acuosos de
plantas, las cuales aumentaron su luminosidad (L*), tendencia al color rojo a*
y amarillento b*. Estudios han encontrado que la inclusién de antioxidantes
naturales, como los polifenoles presentes en ciertos extractos vegetales,
pueden intensificar el color rojo de la carne debido a sus propiedades
antioxidantes y quelantes (Niesto et al., 2018). Estos compuestos pueden
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interactuar con los radicales libres generados durante el procesamiento de la
carne vy, por lo tanto, preservar su coloracién natural. En la investigacion
realizada por Prommachart et al. (2021) en donde el objetivo de este estudio
fue investigar los efectos del nivel de inclusidon de residuos extraidos con
antocianina del arroz negro y el maiz morado en la dieta del ganado sobre el
perfil de acidos grasos de la carne y la oxidacion de la carne durante el
almacenamiento reportan que las antocianinas como fuente natural de
antioxidantes ayudan a inhibir la oxidacién tanto de lipidos como de proteinas
y estabilizan la coloracidn roja en la carne.

Tabla 10. Analisis de color en musculos

Parametro Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
L* 40.57+1.91*  37.19+1.80° 38.34+1.80% 37.83+1.63°
a* 3.49+0.30¢ 4.89+0.54° 3.76+0.53b¢ 4.42+0.69%°
b* 8.85+0.52° 10.18+0.86 9.19+0.56° 9.40+0.43%b

a, b, ¢, d literales diferentes entre filas indican diferencias significativas p<0.05

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Figura 3. Color en carne de los diferentes grupos de experimentaciéon Grupo 1 (sin
suplementacién de harina de col morada y sin induccién al ejercicio), Grupo 2 (con
suplementacién de harina de col morada y sin induccién al ejercicio), Grupo 3 (sin
suplementaciéon de harina de col morada y con induccién al ejercicio) y Grupo 4 (con
suplementacion de harina de col morada y con induccién al ejercicio).

Analisis quimico proximal en carne

En la Tabla 11 se muestra que el grupo 2 (animales suplementados con harina
de col morada) en comparacion al grupo 1 (control) presenté en la carne un
incremento en humedad del 4.14 %, en proteina del 8.07% y en cenizas del
14.95%, mientras que obtuvo un 24.06 % menos en grasa. El grupo 4 (animales
gue estaban inducidos al estrés oxidativo y suplementados con harina de col
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morada) en comparacién al grupo 3 (animales inducidos al estrés oxidativo) no
presenta diferencias significativas en el contenido de proteina, sin embargo,
presenta diferencias significativas en la humedad, grasa y cenizas, pudiendo
observar el efecto de la suplementacion de la harina de col morada. Una
investigacidn reporta que las antocianinas pueden inducir cambios en el tejido
adiposo, como aquellos en los niveles de expresiéon de adipocitocinas, ademas
mencionan que la suplementacién con concentrado de jugo de aronia negra
(Aronia melanocarpa) (AJC) disminuye la grasa epididimaria (en un -30%) e
influye positivamente en la adiponectina en ratones macho C57BL/6J. Por lo
tanto, esta suplementacién previno el aumento de peso y moduld los
marcadores de obesidad. (Baum et al., 2016). Otro estudio reportd que la
suplementacién con 2% (peso/peso) de polvo de arandano (BBP) redujo el
peso de la grasa intraperitoneal y mejord la actividad del receptor activado por
el proliferador de peroxisomas (PPAR) en el tejido adiposo blanco (WAT) y el
musculo esquelético en ratas (Seymour et al., 2011).

Tabla 11. Analisis quimico proximal en misculos

Humedad (%) Grasa (%) Proteina (%) Cenizas (%)
Grupo 1 65.18+0.63¢ 10.97+0.83¢? 6.44+0.08° 1.07+0.02°
Grupo 2 67.88+0.72¢ 8.33+0.97° 6.96+0.04° 1.23+0.05°
Grupo 3 70.85+0.61° 5.29+0.75¢ 7.7410.04° 1.13+0.03°
Grupo 4 68.71+0.88° 6.7610.71¢ 7.22+0.03° 1.2+0.01°

a, b, ¢, d literales diferentes entre columnas indican diferencias significativas p<0.05

Histopatologia

1. Grupo Control sin induccion al estrés oxidativo y sin suplemento de col
morada.

Musculo esquelético
Se realizaron cortes longitudinales y transversales de las muestras de musculo

esquelético. En el corte longitudinal se observan miocitos con citoplasma
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acidofilo y con estrias transversales, nucleos periféricos con eucromatina,
presencia de capilares de aspecto normal y fibroblastocitos asociados sin
cambios. En el corte transversal se observan células de aspecto poliédrico a
redondo, con nucleos periféricos, capilares asociados y fibroblastocitos
relativamente escasos. En el 100% de los animales muestreados se observaron
estos hallazgos.

Musculo cardiaco

En el corte de corazén se observan miocitos cardiacos con forma tipica,
columnar alargada ramificada, de aspecto normal, citoplasma acidéfilo con
estrias transversales, con 1 a 2 nucleos con cromatina dispersa, asi como
fibroblastocitos asociados. En el 100% de los animales muestreados se
observaron estos hallazgos.

Higado

El 100% de los animales muestreados presenta un higado con arquitectura
tisular normal, lobulillos hepaticos bien estructurados, venas centrales
hiperémicas y hepatocitos con citoplasma ligeramente granular, con ligera
degeneraciéon hidrdpica, probablemente debido al proceso de eutanasia y
manejo de la muestra.

Rifion
El 100% de los animales muestreados presenta un rindn con arquitectura
tisular normal, aunque con corteza y médula hiperémicas, probablemente por

el método de sacrificio. Las células tubulares y los corpusculos renales no
presentaron cambios patoldgicos aparentes.

Pulmodn

El parénquima pulmonar se observé parcialmente colapsado e hiperémico,
probablemente por el método de eutanasia empleado; en una zona cercana a
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un bronquio se observé infiltracidn linfocitaria, probablemente un nddulo
linfoide asociado que fue segmentado por el corte de la muestra. Esta
caracteristica se observé en uno de los animales muestreados, por lo que se
consideré incidental.

2. Grupo Control sin ejercicio y con suplemento de col morada

Musculo esquelético

No se observan cambios con relacién al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.

Musculo cardiaco

No se observan cambios con relacién al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.

Higado

No se observan cambios con relacién al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.

Rifion
No se observan cambios con relacién al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.

Pulmon

No se observan cambios con relacién al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.
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3. Grupo Control con ejercicio y sin suplemento de col morada.

Musculo esquelético

En el corte longitudinal se observan miocitos similares al Grupo 1, pero hay un
aumento en la densidad capilar, es decir, aumento en la microvascularizaciéon
asociada a los miocitos. Aparentemente no hay hipertrofia de los miocitos. En
el corte transversal se observd la presencia de cristales traslicidos amorfos en
uno de los individuos muestreados. Sin embargo, en ese individuo y el resto
del grupo, se corrobora un aspecto similar, con aumento en la cantidad de
capilares intercelulares asociados y sin hipertrofia.

Musculo cardiaco

No se observan cambios con relacién al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.

Higado

No se observan cambios con relacién al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.

Rifon

No se observan cambios con relacién al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.

Pulmodn

No se observan cambios con relacién al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.
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4. Grupo Experimental con ejercicio y suplemento de col morada.

Musculo esquelético

Sin cambios significativos con relacion al Grupo 3. No se observaron cristales
en ningun individuo.

Musculo cardiaco

No se observan cambios con relacidn al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.

Higado

No se observan cambios con relacién al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.

Rifidn
No se observan cambios con relacién al Grupo 1 en el 100% de los individuos
muestreados.

De manera general no se observaron cambios histopatoldgicos (Figuras 4 y 5)
en los grupos control y experimentales, lo cual puede ser por los mecanismos
de adaptacion celular que son detectables a nivel bioquimico, pero no a nivel
morfoldgico, particularmente en el periodo de tiempo experimental que se
utilizé en la metodologia empleada. En este contexto, la regulacién de los
procesos celulares de produccién y degradaciéon de ROS es critica para la
supervivencia, incluyendo sensores de especies reactivas, transduccion de
sefiales y modulacion de la maquinaria de transcripcion y traduccion. Varias
evidencias indican que las ROS son mensajeros importantes vias de
sefializacidon que conducen a la adaptacion celular (Powers et al., 2010). La
adaptacidon es un importante mecanismo por el cual las células y los
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organismos responden a retos ambientales y a cambiantes necesidades
funcionales. Para lograrlo, las células integran cambios en el fenotipo,
actividad metabdlica, expresién génica y funcidn celular, que deben
coordinarse adecuadamente para mantener la viabilidad ante estimulos
nocivos, como es el caso del reto ante un exceso de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Santa-Gonzdlez & Camargo, 2017). El uUnico morfoldgico
cambio detectable es el aumento en la densidad capilar del musculo, lo que
probablemente refleja el inicio de una adaptacion tisular para un mayor aporte
de oxigeno.
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Figura 4. Hallazgos histopatologicos de odrganos de ratas Wistar adultas
sometidas a ejercicio y suplementadas con col morada. H-E. 400X. A. Higado.
Grupo sin ejercicio y sin suplemento de col. B. Corazén. Grupo sin ejercicio y con
suplemento de col. C. Pulmén. Grupo con ejercicio y sin suplemento de col. D.
Rifion. Grupo con ejercicio y con suplemento de col. No se observaron cambios
patoldgicos aparentes en estos érganos, comparando los animales control con los
sometidos a ejercicio y aquellos sin ejercicio y suplementados con col morada y
con ejercicio y suplementados con col.

58



\ o -
5 . 2 / 7 4 R
- | g ’ 4 »
( ) f $ y
~ ’ /
r . ' ’ f 4 ’ ’
B ’ 4 471,
. . ”~ A
2 ~
) 5 / AS "~ »
>, ’
’ / 8 -/ / / ’ . J t"l
. /
\ -~ s " 7’ /
y 4 4 p \ » / / 2, 7 ’
P ’ o / de7 oy
3 P | o P,
.
a / ’
\ / > ] ‘o 7 / v P o’ s’
9 ¢
s ' ‘3 4 s / ”~ ’
, ~ / y /
A [ \ % % ' B. o / ’
A] | 1 / " ’ .
< S .4 . ’ “
A -~ " - u
X \ =1 ' ¢ 4
. A\ - % SN ~% 3 ' / / /
o { / ’ s/
. -~ ~ Y » - - y / ({ ’ l’
o o 3 S - » v 4 ﬁ/ 7
) .
R P ” S g 7 r / 4
- > p 2 /s /
Pre—y - o ) s / /
- N \ - / /
’ ~ » - 7 ¥
- - / J
- d ' 7 /
4 > /o ) - 7 e/ /
- ﬁ / - ’ ’ » ’/
-~ - - //’f '\ " 4 1 w ol o4 /
[ - sl \ 5 F -r 4 ﬁ, s /
. ——”‘_Q:\ S i A8 Z Yy /
/ / /
.~ 3 - AR 4 ¢
Al v gl - ~ / /
- ’ = /
» P A , / .yl/ /
— — N e - —?” / /
S y - . ’ / - Yy 4 7/ y /
» ’
- A\ L/ / /
] Ny ~ - /’ “ ¢ i< s & / ,
- pox - 4 / 4
’C - =S | ' D Ny / 7/ X v/ 1 / A /
. - b ol /4 1.4 ’ 4

o
’

~
N\
.
~

Figura 5. Hallazgos histopatolégicos de musculo estriado esquelético de ratas Wistar
adultas sometidas a ejercicio y suplementadas con col morada. H-E. 100X. A. Musculo
esquelético (corte transversal) de ratas sin ejercicio. No se observan cambios
patoldgicos aparentes. B. Musculo esquelético (corte transversal) de ratas sin ejercicio
y suplementadas con col. No se observan cambios patolégicos aparentes ni hay
diferencia con el grupo control, sin ejercicio y sin suplementacién con col. C. Musculo
esquelético (corte transversal) de ratas con ejercicio. Se observa un mayor aporte
sanguineo del tejido (flechas), con relacién a los grupos anteriores. D. Musculo
esquelético (corte transversal) de ratas con ejercicio y suplementadas con col. Se
observa de igual modo una mayor vascularizacion capilar del tejido (flechas), en
comparacién con los grupos sin ejercicio y sin ejercicio y suplementados con col. No se
observaron diferencias con relacién al grupo con ejercicio y sin suplemento con col.
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Conclusiones

Los grupos experimentales que tuvieron la suplementacion de harina de col
morada, con induccién al estrés oxidativo y sin induccién al estrés oxidativo,
presentaron niveles mas bajos de lactato y un incremento en la capacidad
antioxidante plasmdatica, ademds se propiciaron cambios fisicoquimicos
positivos en la carne, observando mayor coloracion, mayor humedad, mayor
contenido en proteina y menor porcentaje en grasa. Por lo que se puede decir
que el consumo de harina de col morada disminuye el estrés oxidativo
inducido por el ejercicio fisico y otorga una mejora en la composicion corporal.
Esta investigacion demuestra que la harina de col morada (Brassica oleracea
var. capitata f. rubra) posee la capacidad para contrarrestar los efectos
producidos por el estrés oxidativo inducido por la actividad fisica, ya que se
observaron mejoras en los niveles de lactato en sangre y en la capacidad
antioxidante plasmatica. Ademas, se demostrd que el consumo de harina de
col morada ayuda a la disminucién del porcentaje de grasa y al aumento del
porcentaje de proteina en la carne, por lo que esta investigacion podria tomar
varios rumbos, tanto en la industria cdrnica como en la industria de la salud
humana.
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RESUMEN

La col morada (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) es una hortaliza que se produce
para su uso en la elaboracion de diversos platillos culinarios. Destaca por su alto contenido
de agua, proteinas, minerales, fibra y su aporte de grasa bajo. Contiene compuestos
bioactivos como antocianinas, fenoles y flavonoides necesarios para neutralizar radicales
libres en el cuerpo humano. Se elaboré una harina para evaluar las caracteristicas
fisicoquimicas y propiedades antioxidantes de la col morada y su comportamiento mediante
una digestion in vitro. Los resultados mostraron que la harina de col morada es rica en
carbohidratos (68.61+0.15 %), proteinas (15.57+0.17 %) y cenizas (8.71+0.53 %), ademas
de ser baja en grasas (0.55+£0.03 0.55+0.03 %). Los compuestos bioactivos y las
propiedades antioxidantes presentaron un comportamiento descendente en cada fase
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