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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1 -Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Biofortificacion con yodo en tomate y lechuga utilizando complejos de yodo-quitosan. | $72,000

2 - Introduccién .

El Yodo es un elemento perteneciente al grupo VIl A de la tabla periédica,<gs un halégeno, no metali con masa
atémica de 126.904 y nimero atémico de 53. Se encuentra en mayuor proporWente en el
agua y en organismos como las algas cafés del genero Laminaria, las cuales liberan a la atmosfera compuestos
inorganicos y 6rgano-yodados como: yodo molecular (l2), CHalz, CHal (Moore y Groszko, 1999; Jones et al., 2010). El
yodo también se puede encontrar en: suelos, rocas y agua. El ciclo geoquimico del yodo le confiere propiedades
Unicas, debido a su volatilidad y movilidad entre los ecosistemas (Fuge y Johnson, 2015).

El Yodo es un elemento esencial para el ser humano, debido a que forma parte de la glandula tiroides
especificamente de las hormonas triyodotironina (T3) y tetrayodotironina (también conocida como: (3,535
tetrayodotironina, T4 o tiroxina). Es un elemento que interviene en el crecimiento y el buen desarrollo del cerebro

durante la etapa fetal, la ausencia o déficit de yodo durante esta etapa puede tener consecuencias irreversibles

(Zimmermann, 2008). Una dieta baja en yodo puede ocasionar: déficit mental, bajo coeficiente intelectual, bocio. |

hipertiroidismo, cretinismo y muerte al nacer, a estos padecimientos, se les conoce comunmente como desordenes por
deficiencias de yodo (IDD). Por otra parte, se ha demostrado que el yodo es capaz de actuar como antioxidante y
antiproliferativo de células malignas (Anguiano y Aceves, 2011; Aranda et al., 2013). La Organizaciéon Mundial de la
Salud (WHO, 2007) estimé que alrededor de 2x10° individuos tienen una nutricién inadecuada de yodo, de los cuales
266x10° son nifios en edad escolar (de Benoist et al.,2008). La principal fuente de consumo de yodo es por medio de
los alimentos, aunque en algunas regiones se obtiene por medio del agua (Fuge y Johnson, 2015). El yodo en los
alimentos es facilmente asimilado y rapidamente disponible (Weng et al., 2014). Las plantas pueden asimilar el yodo a
través de las raices o directamente por los estomas en las hojas a partir del yodo gaseoso presente en la atmosfera.

Desde el afio de 1920 se ha aplicado la yodacion universal de la sal de mesa que ha disminuido la deficiencia de yodo

N

en la poblacién humana; sin embargo, en promedio un éo% del yodo en a sal de mesa se volatiliza [durante el
almacenaje y otro porcentaje variable se pierde durante la c&:dc.i_é;_de los alimentos. Ademés. en muchos paises se ha
promovido un menor consumo de sal. Como medida alternativa para aumentar la ingesta de yodo se ha propuesto la
biofortificacion de cultivos, ya que en los complejos organicos de yodo ocurre menor volatilizacion (Medrano et al,,
2016).

En cuanto a la forma quimica de yodo la mayor parte de los estudios reportan el uso de yoduro de potasio y yodato de
potasio, siendo esta ultima la mas comun (Medrano et al., 2016). Algunos autores reportan efectos positivos al aplicar
sales de yodo en diversos cultivos, tales como: aumento en el crecimiento, aumento en capacidad antioxidante,
presencia de yodo en partes comestibles tanto de frutos y hojas (Weng et al.,2003; Leyva et al., 2011; Smolen et al.,
2015), sin embargo, otros autores reportan efectos negativos como: necrosis, clorosis, disminucion en crecimiento
(Hong et al., 2008; Lawson et al., 2015). Algunos otros autores, han reportado resultados intermedios (Blasco et al.,

2008: Garcia-Osuna et al., 2014). Sin embargo, al aplicar yodo al suelo en forma de sales, este puede volatilizarse. El
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yodo aplicado en suelo se encuentra disponible solo por un corto de periodo de tiempo (Lawson et al., 2015), esto se
debe en parte a su alta tasa de volatilizacién. Un estudio realizado por Whitehead en 1981, reportd que en 11 de 25
tipos de suelo habia pérdida de yodo por volatilizacién al afiadir K, sobre todo en aquellos suelos carentes de materia
organica.

La alternativa que sugerimos ante esta situacion es acomplejar el yodo con un biopolimero de quitosan. El quitosan es
un biopolimero natural, biodegradable el cual se obtiene en forma de quitina de los crustaceos y en menor proporcion
de insectos y hongos. La quitina debe sufrir una reaccion alcalina o acida para poder des-acetilar el polimero, una vez
que ocurre esto, los grupos amino de la quitina quedan disponibles y esta molécula es conocida como quitosan la cual
sirve para acomplejar metales y no metales. Por lo cual, con este biopolimero pretendemos captar el yodo y dejarlo

disponible por méas tiempo en sustrato, evitando asi su facil volatilizacion.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de los complejos de yodo-quitosan en forma liquida y sélida (hidrogel) en plantas y
plantulas de lechuga y tomate.

Objetivos especificos

1.1 Evaluar en plantulas y plantas de tomate y lechuga el contenido de yodo y otros nutrientes minerales al aplicar el
complejo de yodo-quitosan en comparacion con el uso de sales de yodo.

12 En caso de toxicidad determinar la incidencia y severidad de todos los tratamientos en plantulas y plantas de
tomate y lechuga.

1.3. Determinar el impacto de los tratamientos aplicados sobre las variables agronémicas, morfolégicas y bioquimicas

en plantulas y plantas de tomate y lechuga.

Hipotesis

El complejo de yodo-quitosan permite una liberacion prolongada del yodo, evitando asi su facil volatilizacién y

aumentando su disponibilidad en cultivos de lechuga y tomate.

3.-Revision de Literatura

3.1. El Yodo en el medio ambiente.

La principal caracteristica que diferencia al ciclo del yodo de otros elementos, es que es volatil. El principal reservorio
del yodo es el océano. El proceso mas importante del ciclo geoquimico del yodo es la transferencia del yodo de los
océanos a la atmosfera. El yodo es liberado de la superficie del océano por fotooxidacién quimica, es decir cuando los
iones yoduro son expuestos a la radiacion solar (Miyake y Tsunogai, 1963). En agua de mar el yodo se encuentra en
forma de aniones como yoduro (I') y yodato (103) con cantidades variables de formas orgénicas unidas (Wong, 1991).
El estado termodinamicamente mas estable del yodo inorganico y el mas abundantes en agua de mar es |05 (Sillen,
1961).

A partir de algas y microalgas se liberan a la atmosfera diversas formas de yodo tales como: Metil yoduro (CHzal), di

yodo metano (CH:lz), cloro yodo metano (CH2ICI) yodo bromo metano (CH:IBr), pero la mayor fuente de yodo
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atmosférico marino es el |2 (Jones et al., 2010; Saiz-Lépez et al., 2012). El género Laminaria produce grandes
cantidades de yodo, sin embargo, otros autores han reportado que especies como diatomeas son las mayores fuentes
de yodo (Moore et al., 1996; Manley y de la Cuesta, 1997). Algunos autores han reportado que tanto los géneros de
Laminaria, algas rojas y algas cafés liberan yodo bajo condiciones de estrés y estrés oxidativo (Kipper et al., 2008:
Dixneuf et al., 2009; Chance et al., 2009). Los compuestos 6rgano-yodados una vez liberados en la atmosfera son foto
disociados produciendo compuestos como HI, INOz, IONOz 10, QIO (Kaltsoyannis y Plane, 2008). La presencia de
oxido de yodo en la atmosfera ha sido ligada a la formacién de particulas ultra finas, importantes en la condensacion
de nubes (O'Dowd et al, 2002). El yodo se encuentra en menor proporcién en rios, lagos, suelo. En la corteza
terrestre hay alrededor de 0.5 mg kg™, en el océano hay entre 45 y 60 ul L' y en la atmosfera la concentracion tiene
un rango de 10 a 20 ng m™ dependiendo del mar y del tipo de suelo (Moreda et al., 2011). Otra fuente de yodo que se
encuentra en la atmosfera proviene de combustible fésiles, lo cual representa un promedio de 4 mg kg y 1mg kg™ en
petroleo. El deposito en suelos es debido al desgaste de rocas, actividad volcanica, descomposicién de la vegetacion,
lluvia y actividades humana. Los niveles en suelo representan un rango amplio que va desde <0.1 a 150 mg kg

dependiendo del tipo de suelo y de la cercania con el océano.

3.2. Yodo en la salud.

El yodo es un elemento traza esencial para el ser humano, forma parte de la glandula tiroides especificamente se
encuentra en las hormonas T3 y T4. Estas hormonas son esenciales para el metabolismo celular, crecimiento,
desarrollo de estructuras del cuerpo, funcién y desarrollo neuronal (Underwood, 1977, Zimmermann et al., 2008). Las
hormonas T3 y T4 son lipofilicas y esta caracteristica les permite atravesar la barrera de la placenta, por lo tanto, el
feto esta expuesto a estas hormonas (ICRP, 2001)

El consumo de yodo recomendado por la WHO es de 150 pg dia™' para adulto y adolescentes arriba de 13 afios, 200
ug dia”, para mujeres embarazadas y en lactancia, 120 ug dia”’', para nifios entre 6-12 afios y de 90 pg dia™’ para
nifios de 0-50 meses de edad (FAQ, 2005; WHO, 2001). Del 79% al 90% del yodo presente en el cuerpo se encuentra
en la glandula tiroides (Hays, 2001). El 95% del yodo se encuentra en formas organicas y 5% en forma inorganica.

El yodo se absorbe por medio de los pulmones y el tracto gastrointestinal (Black y. Hounam, 1968: Morgan et al.,
1968). El yodo en forma inorganica es rapidamente absorbido cuando es inalado en vapor o en aerosol. El yodo y el
yoduro son reducidos a yoduro en el intestino y después es completamente absorbido en el intestino delgado (Fisher
et al., 1965). El yodo absorbido o incorporado se ve reducido por el cigarro, tiocianatos, isotiocianates, nitratos,
fluoruros, calcio, magnesio y hierro (Ubom, 1991). El yodo se elimina del cuerpo en forma de yoduro, >97% es
eliminado por la orina y el 1 0 2% es eliminado por las heces (Hays, 2001; Lardsen et al:1998), sin embargo, también
puede ser excretado en menor cantidad a través de la saliva, leche materna, sudor, lagrimas y al exhalar.

3.3. Yodo en alimentos.
Un problema es la biodisponibilidad de yodo afadido a los alimentos, ya que algunos de ellos pueden contener
inhibidores de absorcién tales como tiosianatos y sus precursores como los glucosinolatos pueden reaccionar con el

yodo y pueden reducir su biodisponibilidad (Moreda et al., 2011).
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En paises industrializados la fuente mas importante del yodo son los productos diarios, tales como: leche de vaca de
(27 a 47 ug kg''), huevos (93 ug kg'), granos y cereales (47 g kg™”'), en menor proporcién en pescado de agua dulce
(30 pg kg'"), carne y aves (50 ug kg™, frutas (18 pg kg™') (WHO, 1996; Langman, 2002).

E! uso del yodo/yodoforos como desinfectantes especialmente en la industria lechera, han contribuido a que esta sea

una fuente importante del yodo (Pearce et al., 2004).

4 - Procedimiento Experimental

4.1 Etapas experimentales

Los experimentos se dividen en 4 etapas:

4.1.1 Etapa 1.- Prueba en Lactuca sativa, cv. “Great Lakes”.

4.1.2 Etapa 2.- Prueba en plantas de Tomate.

4.1.3 Etapa 3.- Prueba en plantula de lechuga usando hidrogeles (Lactuca sativa, cv. “Great Lakes”).
4.1 4 Etapa 4 .- Plantula de tomate usando hidrogeles.

4.2 Variables de medicion.

En cada etapa se llevaran a cabo los siguientes procedimientos experimentales.

4.2 1 Variables agronémicas:
a) Peso fresco de hojas.
b) Peso seco de hojas.
c) Area foliar.
d) indice estomatico.
e) Numero de hojas.

f) Incidencia y severidad (Fitotoxicidad) usando la escala de Diener y Ausubel 2005.

4.2.2 Actividad antioxidante:
a) Actividad antioxidante de 2, 2-Azino-bis 3-ethyl benothiazoline-6-sulfonic acid diammonium salt) (ABTS) (Re et
al., 1999)
b) Actividad antioxidante de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Chen et al., 2007)
c) Contenido de fenoles totales por Folin-Ciocalteu.(Singleton, 1999).
d) Catalasa (Chance y Maehly, 1955).
e) Flavonoides (Zhishen et al, 1999).
f) Superdxido Dismutasa (Kit de Sigma).
g) Glutation total (reduccion de DTNB por Gossett et al., 1994 modificado por Leyva et al., 2011)
h) Glutation peroxidasa (Flohé y Giinzler, 1984, adaptado por Xue et al., 2001).
i) Ascorbato peroxidasa (Nakano y Asada, 1987).
j) Clorofila ay b (Munira et al., 2015).
k) Carotenoides en tomate (Nagata y Yamashita, 1992).
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I} Proteinas totales (Bradford, 1976)

4.2.3 Contenido mineral:

a) Macroelementos
Nitrégeno
Fosforo
Potasio
Sodio
Calcio
Magnesio
Azufre

b) Microelementos
Yodo
Hierro
Flaor
Manganeso
Cobre
Zinc.

4.3 Materiales y Procedimientos experimentales
4.3.1 Determinacioén de actividades enziméticas (Preparacion del extracto enzimatico).

de fosfatos 50mM, pH 7.0, conteniendo 1% de

polivinilpirrolidona insoluble. La mezcla homogénea fu€ centrifugada a

Pesar 0.5 g de tejido de hoja homogenizado en 5 ml de buffe
5000 g por 10 min y el sobrenadante obtenido

fue usado como extracto enzimatico. Todos los pasos emtfarpreparacion del extracto enzimatico seran llevados a cabo

entre 0-4°C. e C\J““ VA oM (

4.3.2 Actividad antioxidante por ABTS.

Solucion stock: Solucion de 7 mM ABTS y 2.4 mM de solucién de persulfato de potasio/ persulfato de amonio.

La solucion stock se prepara al mezclar las soluciones mencionadas en cantidades iguales y se deja reaccionar por 12
h a temperatura ambiente en la oscuridad. Luego la solucién debe ser diluida y mezclada con 1 mL de ABTS mas 60
mL de metanol para obtener una absorbancia de 0.706 + 0.0001 unidades a 734 nm usando un espectrofotometro. Se
debe preparar solucién ABTS para cada ensayo. 1 mL de extracto de planta se deja reaccionar con 1 mL de ABTS y

se toma la absorbancia a 734 nm después de 7 min usando un espectrofotémetro.

4.3.3 Actividad antioxidante por DPPH.
Un volumen de 2 mL de muestra, se afiade a 2 mL de buffer de fosfatos (0.02 M, pH 6) y 2 mL de 0.2 mM DPPH en
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95% de etanol. La mezcla se agito y se dejé por 30 minutos a temperatura ambiente la absorbancia se midié a 517
nm. Una baja absorbancia representa una alta actividad de barrido por DPPH. El porcentaje de barrido se calcula asi:
(Acontrol — Amuestra)/Acontrol) X 100, donde Acontol €8 la absorbancia a 517 nm de 0.2 mmol L-1 DPPH y Amuestra €S la
absorbancia a 517 nm de 0.2 mmol L-1 DPPH con muestra a diferentes concentraciones.

4.3.4 Contenido de fenoles fotales.

En 1 mL de muestra, blanco o estandar afiadir 60 mL de agua destilada en un matraz volumeétrico de 100 mL. Anadir 5
mL de reactivo Folin-Ciocalteu. y mezclar. Después de 1 min y antes de 8 min, afadir 16 ml de solucion de carbonato
de sodio al 20%, ajustar el volumen a 100 mL y leer el color generado después de 2 h alrededor de 23°C a 760 nm en
una celdilla de 1 cm.

4.3.5 Catalasa

La determinacion de catalasa se basa en la cuantificacion de la tasa de reduccion del H:02 mediante la disminucion de
la absorbancia y la curva de calibracién mide concentraciones conocidas de Hz202, por lo tanto, no se lleva a cabo el
proceso de reaccion en los estandares como en las muestras.

Se prepara una mezcla de reaccion de 3 mL, la cual contiene 50 mM de buffer de fosfato, pH 7.0, 15 mM de peroxido
de hidrogeno y 25 L de extracto enzimatico. Se toma lectura en tiempo 0 y al minuto a 240 nm. La actividad se

expresa en unidades, donde una unidad de catalasa convierte un pmol de peréxido de hidrogeno por minuto.

Determinar la actividad enzimatica con la formula:

Producto o sustrato * Volumen de reaccion + Tiempo

Proteinas totales mg g~

Especificando:

' 11 '
D Volumen total de reaceion 1
gaciitain qs gf""‘"[‘;“ (& (0 YeCll en MR x r T
NES LGl We W el 8 L TELLL B Wi Bl = Rk
WUMeEn 48 eXITACIS ensims “r" my "‘r r Mm
¥ oiumen 4 extracto enzimatico .x.? Muo Lo 4¢ reaccion
1
W -
| At AR . B ¥ oy -nn.-#v Yl -‘
‘,.r\* hﬁ- ndkg “:,JJI dt ‘“; “P ‘ c .iﬁﬂa uln-u .r;

4 3.6 Flavonoides

4.3.6.1 Extraccion de flavonoides
Pesar 1 g de hojas previamente secadas en horno o aire seco, extraer con Soxhlet en 100 ml de agua destilada o

etanol por una hora y filtrar el extracto. Hojas frescas pesar 1.4 gy cortar en pequefios trozos antes de la extraccion.
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4.3.6.2 Determinacién de flavonoides.

Un volumen conocido de extracto se colocara en un matraz de aforacién de 10 ml. Se afadira 5 ml de agua destilada y
0.3 ml de NaNO3 (1:20). Afiadir luego de 5 minutos 3 ml de AICI3 (1:10). Después de 6 min, afiadir 2 ml de NaOH 1 M
y aforar a 10 ml con agua destilada. Mezclar bien la solucion y medirla contra un blanco a 510 nm. El contenido de
flavonoide sera calculado usando una curva de calibracién de catequina. Analizar todas las muestras por duplicado o
triplicado.

4.3.7 Glutation total.

El glutation total estd basado en la reduccion de 5.5-dithiobis (acido 2-nitro-benzoico) (DTNB)-glutation reductasa
dependiente se lee a 412 nm contra una curva de GSH. Para el andlisis de concentracién de GSH, las hojas se
homogenizan en 1 ml de 0.2 N HCI. Este extracto se centrifuga a 16000 g por 10 min. Subsecuentemente 500 i del
sobrenadante sera neutralizado con 0.2 M de buffer de fosfato de sodio a pH 5.6 y NaOH 0.2 M. Después de
neutralizar, el extracto sera afadido a la siguiente mezcla de reaccion: Buffer de fosfato de sodio 02M, pH 7.5, 10 mM
EDTA. NADPH 10 mM, 12 mM DTNB y enzima GR a concentracion de 20 U/mL. Los resultados deberan ser

expresados como pmol total de GSH g peso fresco.

4.3.8 Glutation peroxidasa.

Para la cuantificacion se realiza el mismo procedimiento para el blanco, los estandares de la curva y las muestras.
En un tubo de ensayo:

Para el blanco:

Anadir 200 ul de buffer de fosfatos.

Para la curva de calibracion

Afadir 200 pl de cada estandar preparado.

Para la medicién de muestras

Agregar 200 pl de extracto enzimatico

Extraccion

*Adicionar 400 pL de glutation reducido (0.1 mM) y mezclar.

*Afadir 200 pL de NazHPOs (0.067 M) y mezclar.

*Pre calentar en bafio de agua a 25 °C por 5 minutos.

*Posteriormente agregar 200 pL de H20z2 (1.3 mM) para iniciar la reaccion catalitica.
*Dejar reaccionar por 10 minutos.

*Detener la reaccion mediante la adicién de 1 mL de &cido tricoloro acético al 1%.
*Posteriormente colocar esta mezcla en bafo de hielo por 30 minutos.

*Enseguida centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C.
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Cuantificacion

Tomar 480 pL de sobrenadante y colocar en tubo de ensayo. Agregar 2.2 mL de NazHPOa (0.32 M). De igual manera
adicionar 320 plL del colorante 5,5 ditio-bis-2 acido nitro benzoico (1 mM). Leer en espectrofotémetro UV-VIS a 412 nm
(iniciar con el blanco para calibrar equipo).

4.3.9 Ascorbato peroxidasa.
La determinacion de ascorbato peroxidasa se basa en la cuantificacion de la tasa de oxidacion del ascorbato mediante
la disminucion de la absorbancia y la curva de calibracién mide concentraciones conocidas de acido ascérbico, por lo

tanto, no se lleva a cabo el proceso de reaccion en los estandares como en las muestras.

Ensayo enzimatico- La actividad ascorbato peroxidasa se determina usando una mezcla de reaccion de (1_mL*)
conteniendo 50 mM de fosfato de potasio (pH 7.0), 0.1 mM de peroxido de hidrogeno y 0.5 mM de ascorbato. La
oxidacion de ascorbato dependiente de perdxido de hidrogeno se midié a290 nm en tiempo cero y a 1 minuto.

La mezcla (1 mL*) para el donador especifico de perdxido contiene 50 mM de fosfato de potasio (pH 7.0), 0.1 mM de
peroxido de hidrogeno y uno de los siguientes donadores: 1 mM GSH, 0.15 mM NAD(P)H (340 nm, 6.2 mM' cm"), 10
pum Cys ¢ (550 nm debido a la forma reducida, 19 mM' cm™), 20 mM guaiacol (470 nm debido al purpurogalin, 26.6
mM-" cm™) o ascorbato 0.5 mM (290 nm, 2.8 mM" ecm™).

4.3.10 Contenido de clorofila a y b.

Pesar 1 g de material vegetal fresco, homogeneizar en mortero. Agregar 5 ml de acetona al 90% y re-homogeneizar,
adicionar una pizca de carbonato de magnesio (para proteger y estabilizar las clorofilas). Tomar 2 mL de la mezcla y
colocarlo en tubo eppendorf. Centrifugar por 5 minutos a 10 000 rpm a 4°C. Extraer el sobrenadante y leer
absorbancias de clorofila 'a' y 'b' a 63 y 645 nm, respectivamente. Se utiliza 90% de acetona en blanco.

El contenido total de clorofila se expresara como mg g, y sera determinado usando las siguientes formulas:

Clorofila a (ug-g™') = 25.38*Ases + 3.64*As4s
Clorofila b (ug-g") = 30.38*Asss — 6.58*Asea
Clorofila total (ug-g™") = 18.8*Asss + 34.02*Asss

4.3.11 Carotenoides.

Se pesa 0.1 g de tomate liofilizado los cuales se mezclan con 20 mL de una solucién de hexano: acetona (3:2). Del
sobrenadante se toma una alicuota y se mide a 453, 505, 645 y 663 nm (espectrofotometro). El contenido de licopeno
y B-caroteno se estimo utilizando las ecuaciones: Licopeno (mL/100g) = -0.0458 x Asss + 0.204xAsas + 0.372 x Asos -
0.0806 x Ads3; B-caroteno (mL/100g) = 0.216 x Ases — 1.22 X Asss — 0.304 x Asos + 0.452 x Assa. Los resultados se

expresan en mg/100g de peso fresco (PF).
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4.3.12 Proteinas totales.

Extraccion de Proteinas.

Para poder realizar la prueba de ELISA se requeria previamente hacer una extraccion de proteinas (Boursiac et al.,
2005: Santoni et al., 2003), la cual se describe a continuacion:

Pesar raiz u hoja (0.4-0.8 g de peso fresco) triturar usando un mortero y nitrégeno liquido. El polvo resultante fue
incubado con 1 ml de 10% acido tricloroacetico, 0.07% B-mercaptoetanol en acetona por 30 min a -20°C vy
posteriormente centrifugado a 4°C por 10 min a 13500 rpm. El pellet fue lavado dos veces con acetona, 0.07% (-
mercaptoetanol, y resuspendido en 1mL/mg de un buffer lisis (9M urea, 0.5% triton X-100, 65mM dithiothreitol).
Después de 30 min bajo agitacion, el extracto fue centrifugado por 20 min a 12000 y el sobrenadante contiene las
proteinas totales recobradas.

Si la muestra contiene entre 10 y 100 ug de proteina. Tomar un volumen de 0.1 mL de muestra o de blanco y colocar
en tubo de 12 x 100 mm. Afadir 5 mL de reactivo de proteina Bradford y mezclar por vortex. Medir a una absorbancia
de 595 nm medir después de 2 min y antes de 1 h, para el blanco colocar buffer y 5 mL del reactivo. Para medir la
cantidad de proteina presente en la muestra hacer una curva de calibracion, usando como estandar albumina sérica
bovina (BSA).

4.3.12 Contenido de minerales.

Para la determinacion de cada muestra se deben secar hasta cenizas a 550 °C por alrededor de 7h. Las cenizas
deben ser disueltas en 10 HCI en un crisol 0 matraz cénico. La solucién debe ser filtrada en un matraz de aforacion y
llevar al aforo a 100 mL de agua destilada.

La determinacion de microelementos y macroelementos se llevaran a cabo con la técnica de digestion acida descrita
por Fick et al., 1976.

Para la determinacion de yodo se realizara con la técnica de digestion alcalina descrita por Cortés et al., 2016.

Cronograma de Actividades para el 2018.
Actividad por realizar E o 0 LA IR i3 |3 18 L8 1D (N D

Etapa 1. Pruebas experimentales con el complejo | x X X X
liquido en lechuga y anélisis estadistico.
Escritura y envio de articulo cientifico. | X x| %
Etapa 2. Pruebas experimentales con el complejo X | X X s [x |® | x X X
liquido en tomate y analisis estadistico.
Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.
Actividad por realizar EVE A e s b s s r 0 T EB
Etapa 1. Pruebas experimentales en lechuga vy | X
andlisis estadistico.
Etapa 2. Pruebas en tomate y analisis estadistico. ¥ X

Duracién total del proyecto
[Afo de Inicio  [2018 [Afo estimado de conclusion | 2020 B

5.-Productos Esperados
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