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Resumen.

La lenteja es una leguminosa que se fue extendiendo a lo largo de la historia por los
cinco continentes, cultivandose desde las zonas frias a regiones tropicales. En
nuestro pais se suele usar la lenteja como sopa principal para acompanfar platillos
fuertes y también es utilizada en diferentes tipos de ensaladas, al ser un grano con
alto contenido nutrimental, una forma de diversificar su consumo y aumentar ain
mas su contenido nutrimental podria ser la obtencién de germinados. Los
germinados son alimentos vivos ricos en enzimas, clorofila, amino&cidos, minerales,
vitaminas y oligoelementos que los convierte en alimentos completos. Los
germinados aumentan su riqueza nutricional conforme se desarrollan hasta
alcanzar un nivel 6ptimo, es por eso por lo que en el presente proyecto se evalué el
efecto de la germinacion de semillas de lenteja (Lens culinaris L.) sobre su calidad
nutrimental y funcional al compararlo con el grano sin germinar. En primer lugar, se
determinaron las condiciones de germinacion de lenteja (Lens culinaris L.) mediante
la medicion del crecimiento de plantula y el indice de conversion en germinados de
3, 4,5y 6 dias a 25 °C en ausencia de luz. Se tuvo un incremento en el tamafio de
plantula y el indice de conversion en relacion directa con el tiempo de germinacion.
Una vez establecidas las condiciones de germinacion, se procedio a evaluar el
efecto que tuvo el tiempo de germinacion sobre su composicién quimica mediante
un analisis quimico proximal (AQP) y un analisis sensorial, con estos resultados se
selecciond el mejor tiempo de germinacion. Los resultados obtenidos indicaron que
el mejor tiempo de germinacion fue de 3 dias, ya que el germinado presentaba un
buen crecimiento de plantula e indice de conversion en comparacion con los demas
dias de germinacién, ademas se obtuvieron los mayores porcentajes de proteinas,
fibra y lipidos. Posteriormente se evaluaron la calidad nutrimental (digestibilidad in
vitro, contenido de triptéfano, almidon total y almidén digerible), compuestos
funcionales (fibra dietética, almidén resistente, capacidad antioxidante vy
compuestos fendlicos) y factores antinutrimentales (taninos, ac. fitico, inhibidores
de tripsina) a la muestra seleccionada y a la semilla. La evaluacién de la calidad
nutrimental mostré una digestibilidad constante y un valor de tript6fano mayor,
disminucién de almidon total y aumento de almidén digerible en el germinado
comparado con la semilla. Para los compuestos funcionales, aument6 la fibra
dietética y disminuy6é el almidén resistente, mientras que para la capacidad
antioxidante y compuestos fendlicos se obtuvo un incremento en el germinado
comparado con la semilla. Los factores antinutrimentales, taninos y acido fitico
fueron disminuyendo y los valores de inhibidores de tripsina no se detectaron. Por
lo que se puede decir que la germinacion mejoro la calidad nutrimental de la semilla
y puede ser una opcioén diferente para el consumo de este alimento.




Introduccion.

El cultivo de la lenteja se remonta a los origenes de la agricultura en Asia menor,
hace practicamente 8.000 6 9.000 afios, durante el Neolitico. Durante el imperio
Romano, estas legumbres se secaban para poder conservarlas durante mas tiempo
y elaborar ricos potajes durante todo el afio (SADER, 2015). Desde el punto de vista
nutricional, la lenteja, al igual que otras leguminosas, son un alimento adecuado
para incluirlo en el concepto de dieta saludable, como la conocida mediterranea, ya
que no solo son fuente de proteina sino también de hidratos de carbono complejos
y fibra. En México existen diferentes variedades de lenteja, pero la mas consumida
es la Lens culinaris, la cual tiene alto porcentaje de proteina y su calidad es
sobresaliente por su alto contenido de lisina. También poseen un bajo contenido de
lipidos, el contenido de vitaminas destaca por la presencia de tiamina, niacina,
folatos y vitamina Bs. Una racién de lentejas cubre el 29% de la ingesta
recomendada de proteinas. También es importante su contenido de fibra soluble e
insoluble (aunque en menor concentracidbn que en otras leguminosas) lo que
favorece el transito intestinal y ayuda a combatir el estrefiimiento. Las lentejas son
fuente de hierro no hemo, magnesio, zinc, potasio, fésforo y selenio (Moreiras y
Carbajal., 2013).

Por otro lado, los germinados son alimentos vivos y esto aumenta su valor
nutricional que se mantiene intacto hasta el momento en que se come. Su riqueza
en enzimas, clorofila, aminoacidos, minerales, vitaminas y oligoelementos vivos los
convierte en alimentos completos que contribuyen a corregir las carencias de la
alimentacion moderna. Al germinar, muchas semillas de cereales o leguminosas se
convierten en un alimento facilmente asimilable porque liberan los nutrientes
encapsulados y mejoran el valor nutricional de la propia semilla (Miras, 2014).

Los germinados son ampliamente consumidos en paises orientales y europeos
desde la antigiedad y han mostrado tener un efecto benéfico sobre la salud al
reducir el riesgo de adquirir enfermedades e incrementar la longevidad (Salas-Pérez
et al., 2018).

Una alimentacion y nutricibn adecuada son la base para la supervivencia, la salud
y el crecimiento del ser humano. La desnutricibn a largo plazo tiene efectos
negativos sobre el desarrollo cognoscitivo y motor, la inmunidad y tal vez la
incidencia de enfermedades cronico-degenerativas. En el ambito internacional se
ha estimado que 178 millones de nifios menores de cinco afios en el mundo sufren
de desnutricion cronica (baja talla para la edad), la cual es responsable del 35% (3.5
millones) de muertes en este grupo de edad (Black, 2008). En México, 1.5 millones
de nifios la padecen y es mas prevalente en la region sur (19.2%) asi como en las
zonas con poblacion indigena (Gutiérrez y Alvarez del Rio., 2012).

Aunque existen numerosos estudios sobre la ventaja del consumo de germinados
(Zhu et al., 2005; Miras ,2014); son pocos los que tratan sobre la variacién del valor




nutricional durante la germinacion. Por lo tanto, el objetivo de este estudio sera
evaluar el efecto de la germinacion de semillas de lenteja (Lens culinaris L.) sobre
su calidad nutrimental y funcional.

Para lograrlo se evaluara la germinacién de semillas de lenteja (Lens culinaris L.)
durante 2, 3, 4, 5y 6 dias a 25 °C en ausencia de luz para determinar las mejores
condiciones de germinacion, posteriormente se evaluara en muestras secas y
molidas el efecto que tenga el tiempo de germinacion sobre su calidad
bromatoldgica, mediante un analisis quimico proximal se determinara el mejor
tiempo de germinacion. A la muestra seleccionada se le determinara digestibilidad
in vitro e in vivo, indice de eficiencia proteica (PER), contenido de triptéfano, almidén
total y almidon digerible, y factores anti nutrimentales (taninos, &cido fitico e
inhibidores de tripsina). De igual forma se determinaran los compuestos funcionales
(fenoles, capacidad antioxidante, fibra dietética y almidon resistente) para concluir
si la germinacion mejora su calidad nutrimental y funcional en comparacion con la
semilla.




1. ANTECEDENTES

1.1. Lenteja (Lens culinaris)
1.1.1. Origen

La lenteja (Lens culinaris) fue una de las primeras especies vegetales domesticadas
en el Creciente Fértil, habiéndose extendido a lo largo de la historia por los cinco
continentes y por gran diversidad de ambientes, cultivandose desde zonas frias a
regiones tropicales (Pérez de la Vega et al.,2011). Ha llegado a constituirse como
un cultivo de gran interés por ser un alimento rico en proteinas o por su afamada
riqueza en hierro. Hoy en dia la lenteja es altamente valorada al constituir un
alimento fundamental de la dieta mediterranea (Muzquis,1997).

Segun los restos arqueoldgicos encontrados, se considera a la lenteja como una de
aguellas especies que nuestros ancestros, junto con el trigo, guisante y cebada,
comenzaron a cultivar. Esto ocurrié después del frio periodo conocido como
““Younger Dryas™” (aprox. 10,700-9,500 afios a.C.), en una pequefa region situada
entre el Norte de Siriay el Sureste de Turquia, cerca del nacimiento de los rios Tigris
y Eufrates, y considerada la auténtica cuna de la agricultura (Lev—Yadun et al,
2000).

1.1.2. Taxonomia

Es una planta (Figura 1) herbacea que pertenece a la familia de las Papilonaceas.
Necesitan un clima templado, mide de 15 a 75 cm de altura con tallo corto, débil y
ramificado. Hojas paripinadas, con zarcillos, foliolos pequefios ovales sin peciolo
alargados. Las flores pueden estar solas o en racimos, pueden ser blancas, rosas,
rojas o violetas, etc. Las vainas son lisas, comprimidas de entre 1.5y 2 centimetros
de longitud; conteniendo dos semillas aplanadas de medio centimetro
aproximadamente (Aykroyd y Doughty,1964; Guerrero, 1999; Kay, 1979).

Figura 1. Morfologia de la planta de lentejas especie Lens culinaris.
Fuente: Thomé, 1885.




Los frutos son simples, dehiscentes y monocarpelares. Tienen dos lados
atravesados por un nervio. Se abren por la linea de sutura del carpelo
(Strasburger et al., 1994). La vaina mide entre 6 y 20 milimetros de longitud y de
2 a 12 milimetros de ancho, conteniendo dos o tres semillas en su interior
(Franco y Ramos, 1996). Siendo variable el tamafio del fruto y semilla en funcion
de la variedad (Figura 2).

Figura 2. Planta de lenteja.
Fuente: Kenneth et al., 2009

1.1.3. Partes de la semilla

La estructura de la semilla de la lenteja es similar a la de las demés leguminosas
grano (Aykroyd et al.,1982), pero su envoltura es mas delgada (Hughes y
Swanson,1986).

Los componentes basicos de la semilla de lenteja son tres: la envoltura (8%);
cotiledones (90%) y embrién (2%), incluyendo la radicula, plumula y eje
embrionario (Bhatty,1988).

La envoltura se divide en dos capas, testa 0 envoltura externa y tegmen o
envoltura interna las cuales se indican en la figura 3. La radicula contiene el
embrién, el cual tomard las sustancias necesarias para su desarrollo del
cotiledon. El cotiledon esta constituido mayoritariamente por almidén. La plumula
es la parte desde la que se formaran el tallo y las primeras hojas de la lenteja.




PLUMULA
’

Figura 3. Estructura de la semilla de lenteja.
Fuente: Lamarck,1909.

1.1.4. Composiciéon quimica

La composicion quimica de la lenteja, al igual que la de otras leguminosas, hace
de ellas un alimento adecuado para incluirlo en el concepto de dieta saludable,
como la conocida mediterranea, ya que no solo son fuente de proteina sino
también de hidratos de carbono complejos y fibra. Tradicionalmente han sido
valoradas como fuente de energia, proteinas y hierro: poseen un contenido entre
43-75% de carbohidratos y 16-31% de proteinas (Grusack,2009). Este hecho
hace que se haya constituido en un elemento importante en la dieta en muchas
partes del mundo, como en el sur de Asia donde una gran parte de la poblacion
es vegetariana, constituyendo la lenteja una de sus principales fuentes de aporte
proteico (Sigh 1999). El contenido de lipidos es bajo, predominando claramente
el contenido de grasas insaturadas sobre las saturadas (Urbano et al.,2007).

La Tabla 1 muestra la composicion quimica de la lenteja, su aporte energético y
el contenido de algunos minerales y el contenido de algunos minerales y
vitaminas presentes.

1.1.4.1. Hidratos de carbono

Los glucidos poseen el mayor porcentaje en la composicién quimica de las
lentejas. Su cantidad puede variar entre el 43% al 70% (Yadav et al.,2007).
Existen estudios mas recientes que sitlan la cantidad de estos entre 54% para
(Moreiras y Carbajal.,2013) y un 61.22% por (Morales et al., 2016).

La parte de la semilla mas abundante es el cotiledon, el cual estd formado
mayoritariamente por almidon, siendo este uno de los componentes
mayoritarios llegando a constituir entre el 41.5% y 46.5% (Wang y Daun,2006).




Tabla 1. Composicién quimica de la lenteja.

Composiciéon de la semilla de lenteja seca

Contenido energético de 100 g de porcion comestible

KJ:1.337, Kcal:315.

Componente
Proteinas () 23.8
Lipidos totales (g) 1.8
Hidratos de carbono (g) 54.0
Fibra (g) 11.7
Agua (g) 8.7
Calcio (mg) 56.0
Hierro (mg) 7.1
Yodo (ug) 2.0
Magnesio (mg) 78.0
Zinc (mg) 3.1
Sodio (mg) 12.0
Potasio (mQ) 737.0
Fosforo (mg) 240.0
Selenio (ug) 9.9
Tiamina (mQ) 0.5
Riboflavina (mg) 0.2
Equivalentes niacina (mg) 5.6
Vitamina B6 (mg) 0.6
Folatos (ug) 35.0
Vitamina C (mg) 3.0
Vitamina A: eq retinol (ug) 10.0

(Moreiras,

2003).




El almidon estd compuesto por amilosa y amilopectina, dos polisacaridos. En
lentejas, el contenido de amilosa varia entre 20.7% y el 45.5%, dependiendo de las
condiciones del cultivo y la variedad analizada. El contenido de amilopectina es
inversamente proporcional al de la amilosa.

Ademas del almidén, aparecen otros hidratos de carbono como monosacéridos,
disacaridos, trisacaridos y oligosacéridos que pueden variar desde el 5% hasta el
9% (Bhatty, 1988). Los azlcares libres mayoritarios son rafinosa y estaquiosa
(Newman,1984). La rafinosa es parcialmente causante de flatulencias por el
consumo de lentejas, ya que el sistema digestivo de los humanos no contiene la
enzima a-galactosidasa indispensable para su digestion. Esto produce que, a la
llegada de las lentejas al intestino, la rafinosa se degradada por bacterias, que la
descompone y fermenta anaerdbicamente produciendo metano.

1.1.4.2. Lipidos

Las lentejas, como el resto de las legumbres, poseen un contenido bajo en grasas.
Los datos de Moreiras y Carbajal., (2013) sefialan un contenido en lipidos del 1.8%.

El contenido de lipidos se ve afectado por la variedad y condiciones ambientales. El
90% de la fraccion lipidica se encuentra en los cotiledones, el 6% en el embrion y el
2% en la envoltura de la semilla Singh et al., (1968) y son mayoritariamente
triglicéridos ante los lipidos conjugados (glucolipidos y fosfolipidos). (Bhatty,1988)

1.1.4.3. Fibra

La cantidad de fibra dietética total varia entre el 11% y el 26.90% de la composicion
total Yadav et al., (2007), situandose para Moreiras y Carbajal., (2013) en el 11.7%,
valor que se encuentra en la parte baja del intervalo antes citado. La fibra dietética
esta formada por la suma de fibra soluble y la fibra insoluble.

La fibra insoluble estd compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina; variando
entre el 92% y el 100% de la fibra dietética (Almedia,2006). La celulosa,
hemicelulosa y lignina no tienen propiedades nutricionales, pero actian
favoreciendo el transito intestinal.

La fibra soluble esta formada por pectinas, gomas, mucilagos, y oligosacaridos no
digeribles, y como se ha expuesto anteriormente su contenido es minimo.

1.1.4.4. Proteinas

Las proteinas son el segundo compuesto mayoritario por detras de los hidratos de
carbono con un intervalo del 28% al 32.1% de la composicién total de la lenteja
(Bhatty,1988). Moreiras y Carbajal., (2013) estiman el contenido de proteinas en un
23.8% un dato mas bajo que el antes expuesto. Las legumbres se caracterizan por




un contenido en proteinas elevado respecto al resto de vegetales, siendo
importantes en una dieta equilibrada.

La proteina no se distribuye equitativamente en las diferentes partes de la lenteja.
El 90% se encuentra en los cotiledones, el 5% en el embrion y el 4% en la cubierta
(Singh,1968).

La proteina mayoritaria es la globulina, con casi el 70% del total. Seguida de las
gluteninas que varian entre el 10% y el 20%, y de las albuminas con un intervalo del
10% hasta el 20% (Singh,1968).

El contenido de amino&cidos varia segun el tipo y las condiciones ambientales.
Cabe destacar el alto nivel de lisina en las lentejas, aminoacido esencial. Por otro
lado, el contenido en metionina y cisteina es bajo, sin llegar a el aporte necesario
en la dieta humana.

La Tabla 2 muestra la composicion aminoacidica presente en la lenteja, con
respecto a lo recomendado por la FAO, (2002).

Tabla 2. Composicion aminoacidica en lenteja y requerimientos por la FAO. Patrén
recomendado (mg AA/g proteina).

AMINOACIDOS LENTEJA FAO
Histidina 27.4 15
Isoleucina -- 30
Leucina -- 59
Lisina 71.84 45
Metionina 8 16
Cisteina 57 6
Metionina+cisteina 17.12 22
Treonina 39.69 23
Triptofano 9.8 6
Valina -- 39

Fuentes: FAO,2002; Villacreces et al., 2017




1.1.45. Minerales

El contenido de minerales es variable. Los micronutrientes presentes son potasio,
fésforo, calcio, magnesio y sodio; y los principales micronutrientes son hierro, zinc,
cobre o manganeso.

Aunque el contenido en micronutrientes cambie segun el estudio, lo que se
mantiene constante con todos los estudios revisados es el orden de los 4 minerales
mayoritarios; siendo el potasio el mineral mayoritario, seguido del fésforo, magnesio
y calcio (Wang y Daun,2006; Moreiras y Carbajal., 2013).

En las lentejas casi el total de fésforo y la mayoria del calcio y del hierro se encuentra
en los cotiledones (Singh et al., 1968).

En la Tabla 3 se indican los minerales presentes en la semilla de lenteja (Lens
culinaris).

Tabla 3. Minerales presentes en la semilla de lenteja.

Mineral Por 100 g de porcion
comestible.
Calcio 56 mg
Hierro 7.1 mg
Yodo 2 ug
Magnesio 78 mg
Zinc 3.1 mg
Sodio 12 mg
Potasio 737 mg
Fésforo 240 mg
Selenio 9.9ug

Fuente: Moreiras y Carbajal.,2013

1.1.4.6. Vitaminas

El &cido félico destaca notablemente entre las vitaminas que contiene la lenteja, que
son las vitaminas C, Bs, acido panoténico, Bs, B2, B1 biotina, vitamina E, colina,
vitamina A, Ky D (Grusack, 2009). Con la excepcién de las dos primeras, el resto
de las vitaminas aumentan marcadamente su contenido durante la germinacion,
justificando asi su consumo en forma de brotes germinados (Yadav et al., 2007).

Respecto a los minerales, no sélo presentan alto contenido en hierro como bien
afirma la cultura popular, sino que son una fuente importante de otros minerales
esenciales en la dieta como calcio, potasio, fésforo y cinc (Grusack, 2009) (Tabla
4).




Tabla 4. Vitaminas presentes en la semilla de lenteja.

Vitamina Por 100 g de porcion
comestible

Tiamina 0.5 mg

Riboflavina 0.2 mg

Equivalentes niacina 5.6 mg

Vitamina Bs 0.6 mg
Folatos 35 ug
Vitamina B12 0 ug
Vitamina C 3 mg
Vitamina A: Eqg. Retinol 10 ug
Vitamina D 0 ug

Vitamina E (mg) - mg

Fuente: Moreiras y Carbajal, 2013.

1.1.5. Usos principales

El principal uso que se hace de la lenteja es en la alimentacién humana. Al respecto,
el tipo de lenteja y las formas de preparacion ya sean cocidas, fritas, en ensalada,
precocinadas o incluso en forma de brotes, varian segun regiones y culturas (Pérez
de la Vega et al., 2011).

Las lentejas son especialmente importantes en la dieta de los grupos de poblacion
de bajos recursos en los paises de desarrollo, debido a que representan un sustituto
en el consumo de proteinas de origen pecuario y pesquero (Financiera Rural, 2010).

1.1.6. Aspectos socioecondémicos

Una de las ventajas que tiene producir lenteja es que esta crece en una amplia
gama de suelos, desde los mas ligeros a los mas pesados, con pH comprendido
entre 5.5 a 9.0 (FAO, 2000).

El consumo de lenteja en México es menor en comparacion con otras leguminosas,
especialmente el frijol. Ademas, no existen variante para su preparacion y/o
procesamiento que permiten aumentar su consumo y aprovechamiento. Asi pues,
es necesario implementar alternativas que promuevan el consumo de lentejas y sus
derivados.

Una buena opcion para aumentar el consumo de semillas de lenteja seria por medio
de germinacion ya que es considerado un proceso econémico, y facil de hacer.
Ademas de aportar mayor porcentaje de nutrientes y tener un sabor agradable para
los consumidores (El economista, 2016).




En México, el consumo de germinados se reduce a una pequefia cantidad, ya que
so6lo se distribuye en las tiendas naturistas y aun adentro de la poblacion no se tiene
el habito de consumo. Esto puede deberse a que existe poca informacion sobre la
preparacion de este tipo de alimentos, ya que los germinados proceden del
continente asiatico.

Un prerrequisito para la produccion de germinados es la obtencién de los
parametros técnicos necesarios para el desarrollo de sistemas eficientes de
produccion; y con ello, tener un aprovechamiento 6ptimo de especies como frijol
mungo (Vigna radiata) y calabaza pipiana (cucurbita argyrosperma), las cuales
tienen un gran valor nutricional (Ramos-Aguilar et al.,2006).

1.2. Germinacion

La germinacion es el proceso fisiolégico mediante el cual emergen y desarrollan, a
partir del embridn, las estructuras esenciales para la formacién de una planta normal
(Delouche, 2002). Este proceso inicia con una variedad de actividades anabdlicas y
catabdlicas, como la respiracion, la sintesis de proteinas y la movilizacion de las
reservas después de la absorcién de agua (Desai, 2004).

Durante la germinacién se producen diferentes cambios en la distribucion de
metabolitos secundarios, movilizacién de las proteinas de reserva que estan
almacenadas en los cuerpos proteicos de los cotiledones y cambios en la
composicion de aminoacidos soluble. El tiempo y las condiciones de la germinacion
tales como la luz y temperatura son factores determinantes en el desarrollo del olor
y sabor en las semillas germinadas y en el contenido de humedad de la semilla
germinada. A su vez, la humedad determina cambios fisicos y quimicos tales como
la composicién de los carbohidratos solubles, cantidad de fitatos y alcaloides y
niveles de vitamina C, cambios estos que modifican el valor nutritivo y por
consiguiente el caracter de alimento funcional de las leguminosas (Davila et al.,
2003).

Fases de germinacion:
e Imbibicién (absorcién de humedad)

Reactivacion del metabolismo embrionario que se encuentra latente al entrar en
contacto con el agua (humedad), se inicia la respiracién e intercambio gaseoso de
semilla (Rodriguez, 2003).

e Movilizacidon de nutrientes

Cuando la semilla tiene cierto volumen (hinchazon) a causa de la humedad
absorbida, se inicia la actividad enzimatica donde los almidones son transformados
en azucares, y los lipidos y proteinas son metabolizados, siendo estos ultimos
nutrientes conformados por aminoacidos. El intercambio gaseoso es constante y la
energia es disponible para el embrion (Rodriguez, 2003).




e Crecimiento (direccion de tejidos)

La actividad enzimatica y la disponibilidad de energia inician un acelerado
crecimiento celular, dando origen a las primeras estructuras diferenciadas. Estas
son la radicula (raiz) y la plumula (tallo) (Rodriguez, 2003).

Durante la germinacion se producen diferentes cambios en la distribucion de
metabolitos secundarios, movilizacion de las proteinas de reserva que estan
almacenadas en los cuerpos proteicos de los cotiledones cambios en la
composicion de aminoacidos solubles (Sathe et al.,1983). El tiempo y las
condiciones de germinacion tales como la luz y temperatura son factores
determinantes en el desarrollo del olor y sabor en las semillas germinadas
(Vanderstoep, 1981) y en el contenido de humedad de la semilla germinada. A su
vez, la humedad determina cambios fisicos y quimicos tales como la composicion
de los carbohidratos solubles, cantidad de fitatos y alcaloides (Vidal-Valverde et
al.,1994) y niveles de vitamina C.

1.2.1. Caracteristicas de germinados.

Cualquier semilla de leguminosa o grano de cereal puede ser germinado, aunque,
los mas apreciados por su textura y buen sabor son los germinados de: legumbres
(frijoles mung, soya, alfalfa), cereales (trigo, cebada) y también de berro, rabano,
calabaza, girasol, linaza, sésamo, etc. El sabor es variable, por ejemplo, el de alfalfa
es muy agradable, el de la mostaza es el mas picante y el de trigo tiene sabor dulce
por los carbohidratos que contiene. A continuacién, se mencionan algunas
caracteristicas de diferentes germinados (Miras, 2014):

e Alfalfa: completo y mas consumido por su agradable sabor. Contiene
vitaminas A, B, C, E y K, calcio, magnesio, potasio, hierro, selenio y zinc
y los aminoacidos mas importantes. Es restaurador de minerales,
combate la fatiga y la debilidad.

e Arroz integral: es rico en vitamina B, fésforo, potasio, magnesio, sodio,
calcio y silicio. Ayuda a la adecuada conservacion de huesos y dientes.

e Chicharos: proporcionan clorofila, proteinas, carbohidratos, fibra,
vitamina A, hierro, potasio y magnesio.

e Avena: La semilla germinada mas recomendada para los trastornos
nerviosos, depresiones y alteraciones del suefio. Contiene vitaminas B y
E, proteinas, carbohidratos, fibra, minerales y un alto contenido en silicio,
necesario para el desarrollo de las estructuras musculares, cerebrales y
nerviosas.

e Berro: muy adecuado para combatir los sintomas de la fatiga primaveral.
Alcalinizada y depura la sangre, neutraliza el exceso de toxinas. Regula




el metabolismo. Es rico en hierro, fésforo, manganeso, cobre, zinc, yodo,
calcio y vitaminas A, B2, Ey C.

e Garbanzos: son ricos en carbohidratos, fibra, calcio, proteinas, magnesio,
potasio y vitaminas A 'y C. No producen gases durante la digestion.

e Maiz: alto contenido de magnesio, necesario para conservar la tension
muscular especialmente en el tracto intestinal.

Los germinados ayudan a prevenir enfermedades o tratarlas en el caso de que ya
se hayan manifestado. Se destacan las siguientes propiedades (Miras, 2014):

e Favorecen los procesos de desintoxicacion, depuracion y eliminacion de
residuos almacenados en los tejidos o en la sangre.

e Fortalecen el sistema inmune.

e Antioxidantes, combaten la accion de los radicales libres.

e Facilitan la digestion, activan los procesos de regeneracion y desinflamacion
del aparato digestivo, revitalizan los mecanismos metabdlicos internos.

e Mejoran el funcionamiento intestinal, alivian el estrefiimiento, fortalecen el
intestino y la flora intestinal, contribuyen a eliminar gases y desechos.

¢ Rebajan el indice de colesterol.

e Tonifican el sistema nervioso.

e Contribuyen a mantener la elasticidad de las arterias y la vitalidad del sistema
glandular.

e Retrasan el envejecimiento, sus componentes permiten que las células del
cuerpo se mantengan jovenes durante mas tiempo.

De acuerdo con las propiedades que aportan los germinados al cuerpo
humano por su consumo, pueden ser considerados como alimentos
funcionales debido a los beneficios que aporta.

1.3. Alimentos funcionales

El concepto de alimento funcional, nace en Japén en la década de los ochentas, y
pese a que la definicion de alimentos funcionales todavia no cuenta con un
consenso total entre los especialistas, ni es plenamente coincidente en los distintos
marcos normativos, en general se considera que un alimento es funcional cuando
pruebas cientificas avalan que su consumo frecuente previene 0 resuelve
determinados problemas de salud y que en general contribuyen a prolongar o
mejorar la calidad de vida del individuo.

Los alimentos funcionales se definen como cualquier alimento en forma natural o
procesada, que ademas de sus componentes nutritivos contiene componentes
adicionales que favorecen a la salud, la capacidad fisica y el estado mental de una
persona. El calificativo de funcional se relaciona con el concepto bromatoldgico de




““propiedad funcional””, o sea la caracteristica de un alimento en virtud de sus
componentes quimicos y de los sistemas fisicoquimicos de su entorno, sin
referencia a su valor nutritivo (Roberfroid, 2000).

1.3.1. Germinados como alimentos funcionales

La germinacion es un tratamiento sencillo y econémico, que da como resultado un
producto natural, permite eliminar o inactivar ciertos factores antinutricionales y
aumenta la digestibilidad de proteinas y almidones. De esa manera, la germinacion
puede mejorar las propiedades de las semillas y convertirlas a alimentos funcionales
(Davila et al., 2003).

Los germinados se consideran alimentos funcionales por ser alimentos predigeridos
que facilitan su asimilacion y aprovechamiento de nutrientes en el organismo; con
la germinacion se incrementa el contenido de antioxidantes y ademas se obtienen
alimentos organolépticamente agradables; proporcionan cantidades importantes de
fibra (Davila et al.,, 2003). Su consumo actla sobre el metabolismo humano,
conduciendo a una regeneracion del torrente sanguineo y de los procesos
digestivos, debido a su alta concentracion enziméatica, por ser alimentos vivos que,
como tales, contienen enzimas activas (Riviére et al., 2000).

1.4. Calidad nutrimental
Digestibilidad

Church & Pond (1987), definen a la digestion como " la preparacion de los alimentos
absorbidos, que incluye fuerza mecénica (como masticar), actividad quimica o
hidrélisis del alimento por enzimas o por microorganismos’”. En otras palabras, el
fin es reducir (generalmente mediante hidrdlisis) los alimentos a un tamafio
molecular que permita la absorcién de los nutrientes.

Se necesita tener conocimiento de que tan aprovechable es el alimento de acuerdo
con la absorcién de nutrientes en el organismo. Es por lo que se realizan pruebas
de digestién para determinar la proporcion de los nutrimentos de una dieta o
alimento que son absorbidos en el conducto gastrointestinal, a esto se le conoce
como digestibilidad, la cual se determina indirectamente a partir del material o de
los nutrimentos presentes en las heces, por lo que se denomina digestibilidad
aparente (Dryden, 2008).




1.4.1. Digestibilidad in vitro.

La digestibilidad es una forma de medir el aprovechamiento de un alimento, es decir,
la facilidad con que es convertido en el aparato digestivo en sustancias Utiles para
la nutricién (FAO,2018).

La digestibilidad in vitro se determina mediante un sistema multienzimatico para
determinar la digestibilidad de proteinas (Herlich, 1990).

En la Tabla 5 se puede observar los datos reportados de digestibilidad in vitro para
la semilla de lenteja.

1.4.2. Digestibilidad in vivo.

Determina la cantidad de nutrimentos ingeridos y los presentes en las heces para
realizar una diferencia de lo que se aproveché en el tracto digestivo a lo que se
expulso en las heces (Hsu et al.,1977).

En la Tabla 5 se puede observar los datos reportados de digestibilidad in vivo para
la semilla de lenteja.

La digestibilidad aparente in vivo se calcula con la formula:

. . consumo — excrecion fecal
%digestibilidad = x 100
consumo

1.4.3. PER.

indice de eficiencia proteica (PER). Es una expresion no numérica del valor de
proteina: ésta se basa en la relacion de ganancia de peso de animales recién
destetados sobre el consumo de proteina en un periodo de tiempo determinado.

Un alimento con mejor calidad de proteina tendria mayor tasa de eficiencia que otro
con proteina de menor calidad. Desde 1919, el PER habia sido un método
ampliamente utilizado para evaluar la calidad de las proteinas de los alimentos. Para
calcular el PER son los establecidos en los Métodos oficiales de analisis de AOAC
international, 162 ed. (1995) seccion 45.3.05, Método oficial AOAC 982.30 Método
de calculo de la relacion de eficiencia proteica; y Métodos oficiales de analisis de
AOAC international, 182 ed. (2005) (FDA,2018).

En la Tabla 5 se observan valores reportados del contenido de indice de eficiencia
proteica (PER) para la semilla de lenteja.




1.4.4. Triptofano.

Las proteinas son polimeros, cuyas unidades se denominan aminoacidos que se
unen entre si mediante enlaces peptidicos. Las proteinas pueden estar formadas
por mas de una cadena de aminoacidos (Garcia, 2010).

Existen aproximadamente 20 aminoacidos, los cuales se clasifican en varias formas
de acuerdo con su estructura molecular, sus propiedades, pero también de acuerdo
con su obtencién por parte del hombre. En esta ultima clasificacion se tienen los
esenciales y no esenciales. Los aminoacidos esenciales son aquellos que
forzosamente debemos incluir en la dieta dado que nuestro organismo no es capaz
de sintetizarlo y los no esenciales son los que el organismo puede sintetizar (Garcia,
2010).

El triptéfano (4cido 2-amino-3-(3-indolil)-propanoico) es un aminoacido no polar,
hidréfobo y aromatico y es esencial en las sintesis de proteinas, participando como
un promedio en un 1.1% de la composicion de las proteinas (Matito, 2014) (Tabla
9).

Es el principal percursor de algunos metabolitos tales como la melatonina,
serotonina, quinurenina y niacina, sustancias que influyen sobre el comportamiento
del organismo, percepcion del dolor, estrés, periodo de suefio y estado de animo,
asi como en el consumo de comida, interviniendo también en la reduccion del estrés
oxidativo y produccion de radicales libres (Abu-Sabbah, 2015).

La Tabla 5 muestra valores registrados de calidad nutrimental presentes en la
semilla de lenteja.

Tabla 5. Calidad nutrimental presentes en la semilla de lenteja.

Digestibilidad | Digestibilidad PER Triptofano
in vitro in vivo (mg AA/g
(%) (%) proteina)
Lenteja 82.93 76.2 0.93 60

Fuente: Periago et al.,1997; FAO,1970; Prieto y Aguilera, 1966; Villacreces et al., 2017.

Los datos reportados para la digestibilidad in vitro para la lenteja son altos, y se

sefala la alta proporcion de la proteina.

De acuerdo con lo reportado para PER, el valor es bajo en comparacion a otros

tipos de semilla.




1.5. Factores antinutrimentales

El término anti-nutrimental hace referencia a aquellos compuestos presentes de
forma natural en un alimento que interfieren negativamente, en mayor o menor
grado, en la absorcion y metabolismo de sustancias nutritivas (Salgado, 2006).
Desde el punto de vista bioquimico estos factores son de naturaleza variada y
pueden llegar a ser toxicos o causar efectos fisioldgicos poco deseables como las
flatulencia; distension estomacal, afectaciones pancreaticas, aglutinacion de
glébulos rojos, disminucion en la asimilacion de nutrientes, entre otros factores; los
factores anti-nutrimentales son sustancias naturales no fibrosas, generadas por el
metabolismo secundario de las plantas como mecanismo de defensa a situaciones
estresantes o contra el ataque de mohos, bacterias, insectos y aves (De Dios et al.,
2009).

1.5.1. Taninos

Son compuestos polifendlicos de un amplio peso molecular que habitualmente se
dividen en hidrolizables y condensados. Estos son capaces de unirse a enzimas,
proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos, esteroides, saponinas, y formar
complejos con hierro del alimento, dificultando la digestion de los nutrientes. Aunque
hay diferencias quimicas entre ellos, todos son compuestos fendlicos y pueden
precipitar la proteina. La capacidad de ligar proteinas por los taninos se ha
considerado como un elemento importante para predecir sus efectos en sistemas
biolégicos (De Dios et al., 2009) (Tabla 6).

1.5.2. Inhibidores de tripsina

Se definen como compuestos termo labiles de naturaleza proteica, que alteran la
digestion de las proteinas, inhibiendo la accion de las enzimas digestivas que se
enfocan hacia la hidrélisis de las proteinas de la dieta; los mas conocidos son los
gue reaccionan con proteasas de serina, como la tripsina y la quimotripsina. No hay
evidencia de que los inhibidores de proteasa tengan algun efecto adverso al
crecimiento y la salud humana. De hecho, un nimero creciente de datos sugiere
que estos compuestos pueden mejorar la salud humana a través de sus efectos
preventivos del cancer (Elizalde et al., 2009) (Tabla 6).




1.5.3. Acido fitico

El &cido fitico y sus sales derivadas constituyen la mayor reserva de fosforo de las
semillas de cereales y leguminosas (Wyatt & Triana-Trejas, 1994). Desde el punto
de vista nutricional, el interés de acido fitico se debe principalmente a su capacidad
de formar complejos con minerales esenciales (Cu, Zn, Fe, K, Mg y Ca) (Martinez,
2002; Zhou, 1995; Wyatt & Triana-Trejas et al., 1994), lo que disminuye la absorcién
intestinal y la biodisponibilidad de estos minerales para los animales monogastricos,
incluyendo al ser humano, debido a que estos no estdn provistos de suficiente
actividad de fosfatasas enddgenas (fitasas) que sean capaces de liberar minerales
de la estructura de fitato. Ademas. Los fitatos interacciénan con residuos bésicos de
proteinas formando complejos, como proteina-fitato y proteinafitatomineral, por lo
que se paralizan muchas reacciones enzimaticas a nivel digestivo (Duffus y
Slaughter,1985; Mazza, 2000).

Sin embargo, se ha demostrado que, durante el procesamiento de los alimentos y
la digestion, la cantidad final de &cido fitico disminuye significativamente como
consecuencia de su hidrélisis enzimatica o quimica (Zhou, 1995; Khan et al., 1998;
centeno et al., 2001).

En la Tabla 6, se indican valores de factores anti nutrimentales presentes en la
semilla de lenteja

Tabla 6. Factores anti nutrimentales presentes en la semilla de lenteja.

Taninos Inhibidores de Ac. Fitico
(mg/100 g b.s.) tripsina (%)
(UIT/mg)
Lenteja 63.18 0.4 1.2

Fuente: Davila et al., 2003; Periago et al.,1997; Periago et al.,1997.

Los valores reportados de taninos en la lenteja son bajos, en comparacion con los
valores reportados en otras semillas.

Los valores reportados de inhibidores de tripsina en la lenteja son bajos, esto en
comparacion con valores de otras leguminosas (judia blanca, altramuz).

Los valores reportados para el Ac. fitico en la lenteja, se encuentra dentro de los
valores reportados para cereales y leguminosas (1% y 2%).




1.6. Compuestos funcionales
1.6.1. Almiddn total

El almidon es uno de los carbohidratos que estan presentes en mayor cantidad en
los cereales con fracciones de amilosa y amilopectina. La amilosa (molécula lineal)
tiene un peso molecular entre los 70,000-200,000 Da, con enlaces alfa 1-4; mientras
gue la amilopectina consiste en cadenas con enlaces alfa 1-4 y ramificaciones en
alfa 1-6 con un peso molecular de aproximadamente 2x10’ Da (Dona et al., 2010;
Hoover et al.,, 2010). Con base en la susceptibilidad de la molécula para ser
degradada a glucosa y ser absorbida en el tracto gastrointestinal, se puede clasificar
como: almidon de lenta digestion (SDS), almidén de rapida digestion (RDS) y el
almidon resistente (RS) (Englyst et al., 1992; Zhang et al., 2006). La digestion de
RDS, provoca un aumento de glucosa en sangre, mientras que el SDS hace
digestidbn completamente en el intestino delgado, pero con una velocidad menor que
RDS (Hoover y Ratnayake, 2002; Hoover et al., 2010).

El RS es aquel que resiste la hidrélisis de las enzimas amilopecticas (amilasa y
amiloglucosidasa) del ser humano (Thompson, 2000). Esta resistencia a la digestion
se da en el intestino delgado; sin embargo, es fermentado en el intestino grueso con
ayuda del microbiota presente, produciendo metabolitos como acidos grasos de
cadena corta (acido acético, propionico y butirico) (Henningson et al., 2001; Nugent,
2005) (Tabla 7).

1.6.2. Almidén resistente

Durante la digestion enzimatica de los almidones existen fracciones que son
resistentes a las condiciones de hidrélisis quimica y enzimatica por lo que fue
necesario acufiar el término de almidon resistente.

El almidon resistente (AR) se define como la suma del almidén y productos de la
degradacion del almidon no absorbido por el intestino delgado de individuos sanos
(Champ, 2004).

Actualmente el concepto de almiddn resistente esta basado en la incapacidad de
las enzimas digestivas a hidrolizar algunas formas fisicas y quimicas del almidon en
los alimentos in vivo o in vitro. Su importancia a nivel nutrimental y la razén por la
cual ha llamado la atencién en las Gltimas décadas, radica en su efecto positivo para
la salud donde ha demostrado tener beneficios fisioldgicos parecidos a los de fibra
dietética (FD) incluyendo efecto laxante, efecto prebidtico en el microbiota del colon,
mejora el metabolismo del colesterol, reduccion del riesgo de colitis ulcerativa y
prevencion y control del cancer de colon (Shi et al., 2013).

Clasificacion de almiddn resistente.

El almidon resistente consta de fracciones que contribuyen al total del almidon
indigerible en los alimentos. Actualmente se conocen cuatro tipos de AR:




1. AR Es estable al calor y es fisicamente inaccesible a las enzimas digestivas
(Zhang et al., 2010). En la Figura 4 se muestra que este tipo de almidon esta
encapsulado en una matriz por lo que esta protegido fisicamente. Los
granulos presentes en el almidén de leguminosas y granos, en donde no hay
molienda exhaustiva o cuyo procesamiento no implica una ruptura de la
estructura son ejemplos de este tipo de almidon (Ashraf et al., 2012; Ugarte

et al., 2010).

Figura 4. Estructura del AR tipo | (Ugarte et al., 2010).

2. AR II: Es aquel tipo de almiddn que se produce en su forma natural granulada
(sin gelatinizar), como papa sin cocer, harina de platano verde y maiz con
alto contenido de amilosa (Ashraf et al.,2012). Estos almidones son los
llamados almidones nativos.
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Figura 5. Estructura del AR tipo Il (Ugarte et al., 2010).

Debido a su alto grado de cristanilidad, es menos susceptibles a la hidrélisis
(Moongngarm y Saetun, 2010).

3. AR llI: Corresponde al almidén que por el proceso tecnolégico se ha
gelatinizado y posteriormente se ha enfriado estando por lo tanto

retrogradado. Principalmente, la amilosa cambia de un estado amorfo a otro
cristalino (Figura 5).




Figura 6. AR tipo Il formado por amilosa en solucion (Ugarte et al., 2010).

4. AR IV: Es el tipo de almidén que ha sido modificado quimicamente para
aumentar la resistencia a la digestion. Las modificaciones quimicas pueden
ser por medio de enlaces éter, éster y entrecruzados, lo que los vuelve
dificiles de digerir (Ugarte et al., 2010). Este tipo de almidones resistentes
pueden tener un amplio rango de estructuras y no son encontrados en la
naturaleza (Ashraf et al., 2012).

La Tabla 7 muestra los valores reportados de almidon resistente para la semilla de
lenteja.

1.6.3. Fibra dietética

La fibra dietética se define como: la parte comestible de las plantas o hidratos de
carbono analogos que son resistentes a la digestiéon y absorcion en el intestino
delgado, con fermentacién completa o parcial en el intestino grueso, esto de
acuerdo con La American Association of Cereal Chemist (2001). La fibra dietética
incluye polisacaridos, oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas de la planta.
Las fibras dietéticas promueven efectos beneficiosos fisioldgicos como el laxante,
y/o atenla los niveles de colesterol en sangre y/o atenla la glucosa en sangre
(Escudero et al., 2006).

La fibra va a jugar un papel en todas las funciones del sistema digestivo desde la
masticacion hasta la evacuacion de las heces. Las dietas con un alto contenido en
fibra elevado requieren mas tiempo de masticaciébn por lo que enlentecen la
velocidad de deglucién y esto implica una mayor salivacion que va a repercutir en
la mejora de la higiene bucal (Escudero et al., 2006).

A nivel del estdbmago las fibras solubles, como consecuencia de su viscosidad,
enlentecen el vaciamiento gastrico y aumentan su distension prolongando la
sensacion de saciedad (Escudero et al., 2006).

En la Tabla 7 se indica el valor reportado de fibra dietética para la semilla de lenteja.




1.6.4. Capacidad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que pueden inhibir o retardar la oxidacion de
otras moléculas, inhibiendo la iniciacion y/o propagacién.de las reacciones en
cadenade de los radicales libres (Moon y Shibamoto, 2009).

Los antioxidantes son moléculas que poseen la capacidad de oxidarse rapidamente,
de modo que previenen o detienen una cadena de propagacion oxidativa,
estabilizando el radical generado y la regeneracion del antioxidante; reduciendo el
dafio oxidativo en el cuerpo humano. En un ambiente aerobio, los organismos usan
sistemas antioxidantes como mecanismos de defensa a nivel fisiologico y
bioquimico; a nivel fisiolégico el que mantiene los niveles de O: en los tejidos es el
sistema microvascular, mientras que, a nivel bioquimico, la defensa puede variar
entre enzimatica o no enzimatica (Aldana Pérez et al., 2014).

En la tabla 7 se indica el valor reportado de capacidad antioxidante para la semilla
de lenteja.

1.6.5. Fenoles

Los fenoles son aquellos productos biosintetizados en las plantas que poseen la
cualidad biolégica de ser productos secundarios de su metabolismo, y la
caracteristica quimica de contener al menos un grupo hidréxilo unido a un anillo
aromatico en su estructura molecular. Los compuestos fendlicos son producidos en
la planta principalmente para protegerse de situaciones de estrés como la foto
oxidacion, las heridas, luz ultravioleta (UV), las enfermedades, los patégenos y las
plagas (Dixon et al., 1994).

Los fenoles se consideran antioxidantes fuertes y secuestradores de radicales libres
que inhiben la oxidacion de lipidos, por eso han sido ampliamente estudiados y se
han desarrollado diferentes técnicas para cuantificarlos. Se ha detectado también
que se encuentran en la mayoria de los vegetales que consumimos. En las frutas y
vegetales predominan las formas conjugadas solubles, mientras que en los cereales
se encuentran en formas insolubles, aproximadamente el 85% (Miller et al., 2000;
Adom vy Liu, 2002).

Las lentejas germinadas en ciertas condiciones tienen propiedades contra la
hipertension arterial (Torres-Acosta y Calvo-Araujo,2011). Otros trabajos indican
gue el consumo en fresco de germinados de lenteja aporta carbohidratos, fibra,
vitaminas, nutrimentos y un alto contenido de compuesto fitoquimico en efecto
bioactivo como actividad antidiabética, antiinflamatoria, anticancerigena,
antihipertensiva y antioxidante (Dziki et al., 2015). Dichas propiedades se deben a
la accion metabolitos secundarios como los compuestos fendlicos, los cuales han
sido ampliamente estudiados y se utilizan comunmente como antioxidantes para
una amplia gama de aplicaciones (Cerén et al., 2010), por lo que su incremento en




germinados es una linea de investigacion para la obtencion de antioxidantes
obtenidos a partir de fuentes naturales, lo cual puede convertirse en una innovacion
importante para la produccion de alimentos funcionales (Gonzales Y Garcia,
2012)(tabla 7).

Tabla 7. Compuestos funcionales presentes en la semilla de lenteja.

Almidon Almidén Fibra Capacidad Fenoles
total (%) resistente dietética | antioxidante | (MgGAE/qQ)
(%) (%) (%)
Lenteja 46.0 25.4 21.4 45.29 1.346

Fuente: Hedley, 2001; Englyst et al.,1996; Costa et al.,2006; Solorsano Sanches et al., 2018;
Fratianni et al., 2014.

1.7. Importancia de germinar

Importancia de la germinacion. Este proceso de la semilla es vital, pues si no hay
germinacion no hay planta y sin planta no hay cosecha. El inicio de una planta se
ve amenazado por varios inconvenientes, como son: falta o exceso de riegos,
plagas, demasiado solarizacibn o temperatura inapropiada (Ayerbe vy
Ceressuela.,1982). La germinacion permite facilitar el nacimiento precoz de las
diferentes plantas a cultivar, el maximo rendimiento de la semilla y, por ende, de
plantas utiles, la obtencion de mejores frutos y mayores cosechas, evitando el
deshijamiento (eliminacién de plantulas por exceso).

Teniendo en cuenta lo anterior, igual podemos afiadir: que cualquier semilla de
leguminosa o grano de cereal germinado cambia su textura, sabor y composicion
quimica lo que puede generar que sean consumidos sin el proceso de coccion y
aporte beneficios al ser humano.




2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo general.

Evaluar el efecto del tiempo de germinacion de semillas de lenteja (Lens culinaris
L.) sobre su calidad nutrimental y funcional identificando si son mejores que las
semillas.

2.2. Objetivos particulares.

Objetivo particular 1.

Determinar el tiempo 6ptimo de germinacion de semillas de lenteja en ausencia de
luz y temperatura de 25 °C mediante el crecimiento de la plantula, el indice de
conversion y su composicion quimica (AQP).

Objetivo particular 2.

Evaluar la composicion quimica (AQP) y nutrimental (PER, digestibilidad in vivo e in
vitro, contenido de triptéfano, almidén total y digerible) del germinado seleccionado
para compararlo con la semilla.

Objetivo particular 3.

Evaluar la calidad funcional (fenoles, capacidad antioxidante, fibra dietética, almidén
resistente) y factores antinutrimentales (taninos, acido fitico, inhibidores de tripsina)
presente en la semilla de lenteja y el germinado seleccionado para compararlos e
identificar el de mejor calidad.
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3.2. ACTIVIDADES PRELIMINARES
3.2.1 Material biolégico

Para la experimentacion se trabajé con semillas de lenteja (Lens culinaris) cosecha
2019 proveniente del Edo. De Michoacan.

3.2.2. Germinacion de la semilla de lenteja

Se pesaron 25 g de semillas de lentejas (Lens culinaris) y se desinfectaron con una
solucion de hipoclorito de sodio al 1%, dejando remojar las semillas durante 1
minuto con agitacion manual como se puede observar en la Figura 7.

Figura 7. Semillas de lenteja pesadas y en desinfeccion.

Después de desinfectar las semillas de lentejas (Lens culinaris), se dejaron remojar
en agua natural por 12 horas a temperatura ambiente (Figura 8).

Figura 8. Semillas de lenteja en remojo.

Posteriormente se esparcieron de manera uniforme sobre una tela (tipo cielo)
soporte previamente desinfectadas con una solucion de hipoclorito de sodio al 1%
por 1 minuto, las telas de las cajas se encontraban dentro de cajas plasticas las
cuales fueron previamente lavadas y desinfectadas con la solucion de hipoclorito,
las cajas plasticas fueron tapadas y etiquetadas para su posterior identificacion
(Figura 9).




Figura 9. Esparcimiento de semillas.

La germinacién se llevé a cabo en una estufa (marca arsa) a 25 °C y en ausencia

de luz, hidratdndolas, asperjando agua cada 24 horas, se mantuvo por 3, 4,5y 6
dias (Figura 10).

Figura 10. Germinacion de la semilla de lenteja.

3.2.3. Medicion de la plantula

Se tomaron 20 plantulas al azar a los cuatro diferentes tiempos de germinacion; se
midié con una regla de 30 cm la plantula y radicula. Se calculé un promedio del
tamafio de germinado en centimetros (cm) (Figura 11).
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Figura 11. Medicion de plantula de 3 dias de germinacion.




3.2.4. Indice de conversion

Se determind el indice de conversion (IC) de semilla-germinado, pesando en una
balanza analitica (marca Sartorius, modelo P-162) la cantidad de germinado
obtenido a partir de los 25 g de semilla (Barron-Yafez et al., 2009) (Figura 12).

Figura 12. Peso del germinado de lenteja.

Este pardmetro indica el porcentaje en peso de la semilla que fue transformado en
germinado y el célculo se realiza con la siguiente ecuacion:

__peso del germinado seco(g)

Peso de la semilla (g)
3.2.5. Obtencidon de muestra seca

El germinado se retir6 manualmente con ayuda de una espatula de la tela soporte
y se coloc6 en una charola de aluminio con papel encerado. Se deshidraté en horno
(marca Oster) de conveccién a 65 °C durante una hora y 45 minutos (Figura 13).
Una vez seco se molié en un molino de cuchillas (marca Krups, modelo GX4100)
hasta que pasara la malla #40 serie Tyler USA. El germinado seco se almacené en
recipientes de vidrio etiquetados en refrigeracion.

Figura 13. Germinados secando en horno.




3.3. Andlisis quimico proximal

Se realizé un Analisis Quimico Proximal (AQP) al germinado deshidratado y molido
(muestra seca) segun los métodos de A.O.A.C. (2005) y ademas la humedad del
germinado fresco se determino por termobalanza (marca VELAB, modelo VE-50-5).
Las pruebas se realizaron por triplicado.

3.3.1. Determinacién de humedad por método rapido de la termobalanza
(NMX-F-428-1982)

La determinacion de humedad se realizO por lectura directa mediante la
termobalanza.

Fundamento: La humedad es tomada como la pérdida de peso al secado, usando
un instrumento de humedad, el cual emplea una balanza de torsion sensible para
pasar la muestra y una lampara infrarroja para secar (NMX-F-428-1982).

Procedimiento: Pesar 2 g de la muestra fresca en la misma termobalanza (marca
Velab, modelo VE-50-5) y distribuirla cuidadosamente y uniforme en el platillo. Se
programa el tiempo y temperatura deseados en el equipo, en este caso se uso6 30
minutos a 100°C, se baja la tapa de la balanza y se aprieta el boton de inicio; la
muestra comenzara a perder humedad y se vera reflejado en el peso que muestra
en la pantalla. Después de pasado el tiempo programado, debera tomarse la lectura
al final dada como porcentaje total de humedad (Figura 14). La prueba se realizo
por triplicado.

Figura 14. Determinacién de humedad en termobalanza.




3.3.2. Determinacion de humedad por el método de estufa

La técnica se basa en una determinacidon gravimétrica en la que se obtiene la
diferencia de pesos de una muestra antes y después de secarse en una estufa
(marca Blue M, modelo e-4850-Q) a una temperatura constante de 130 °C durante
una hora. Método (925.09 A.0.A.C. 2005).

Procedimiento: Pesar de 3 a 5 gramos de muestra en una caja de aluminio, el cual
ha sido previamente puesta a peso constante durante 2 horas (pesado a cada hora)
a 130 °C.

Secar la muestra 1 hora en la estufa (marca Blue M, modelo C-4850-Q) a 130 °C.
Retirar de la estufa, dejar enfriar en el desecador y pesar tan pronto como se
equilibre con la temperatura ambiente. Repetir el proceso de secado hasta que se
llegue a peso constante. La prueba se realizo por triplicado (A.O.A.C.,2005).

El calculo de porcentaje de humedad se realiz6 de acuerdo con la siguiente
ecuacion:
w2—-Wws3

%:T*IOO

Donde:
W1: Peso de la muestra (g).
W?2: Peso de la muestra himeda (g).

W3: Peso de la muestra seca (Q).

3.3.3. Determinacién de porcentaje de proteina por método de Micro Kjeldahl
(954.01 A.0.A.C.,2005)

Fundamento: La técnica se basa en una digestion de proteina y otros componentes
organicos en una mezcla con &cido sulfarico concentrado en presencia de
catalizadores. El nitrdgeno organico total se convierte mediante esta digestion en
sulfato de amonio. La mezcla digerida se neutraliza con una base y posteriormente
se destila. El destilado se recoge en una solucién de &cido borico en presencia de
del indicador rojo de metilo. Los aniones del borato formado se titulan con acido
clorhidrico estandarizado para determinar el nitrégeno contenido en la muestra.

Calculos:

V2 -V1)(N)(0.014
Nitrégeno total = ( )Vf/ ) ) * 100

%Proteina cruda = Nitrdgeno total *x F




Donde:

V1: Volumen de HCI gastado en la muestra (ml).
V2: Volumen de HCI gastado en el blanco (ml).
N: Normalidad del HCI (0.1).

W: Peso de muestra (g).

F: Factor de conversion de nitrégeno a proteina (para la lenteja es 6.25)

3.3.4. Determinacion de porcentaje de lipidos o extracto etéreo por extraccion

Soxhlet

Fundamento: Se denomina extracto etéreo o grasa bruta al conjunto de
sustancias de un alimento que se extraen con hexano (ésteres de los &cidos
grasos, fosfolipidos, lecitinas, esteroles, ceras, acidos grasos libres). La
extraccién consiste en someter la muestra exenta de agua (deshidratada) a un
proceso de extraccion continua (Soxhlet) utilizando como solvente éter etilico
(920.39 A.0.A.C,2005).

Procedimiento: Poner a peso constante un matraz bola de fondo plano con
perlas o piedras de ebullicion en la estufa a 110 °C, aproximadamente 2 horas
(pesando cada hora).

Pesar 3 gramos de muestra libre de humedad sobre papel poroso, enrollarlo y
colocarlo en un cartucho, tapar con algodon y colocarlo en el extractor.

Conectar el matraz al extractor y este al refrigerante. Agregar dos cargas de
hexano por el refrigerante y calentar el matraz con patrrilla a ebullicion suave
durante dos horas. Para verificar que se ha extraido toda la grasa, dejar caer
una gota de la descarga sobre papel filtro, al evaporarse el hexano no debe dejar
residuo de grasa. Una vez extraida toda la grasa, quitar el cartucho con la
muestra desengrasada, seguir calentando hasta la casi total eliminacion del éter
recuperandolo antes de que se descargue. Quitar el matraz y secar el extracto
75-80 °C por 30 minutos, enfriar en desecador y, una vez alcanzada la
temperatura ambiente, pesar. Realizar la prueba por triplicado.

Se utiliz6 la siguiente ecuacion para obtener el porcentaje de lipidos:

] W3 —-w2
%Grasa extraida = Wi * 100

Donde:
W1: Peso de la muestra (g).
W2: Peso del matraz sin grasa (g).

W3: Peso del matraz con grasa (g).




3.3.5. Determinacion de porcentaje de cenizas por el método de incineracién

Fundamento: Las cenizas de los productos alimentarios estan constituidas por
el residuo inorganico que queda después de que la materia organica se ha
incinerado. Las cenizas obtenidas no tienen necesariamente la misma
composicién que la materia mineral presente en el alimento original, ya que
puede haber habido perdidas por volatilizacion o alguna interaccion entre los
constituyentes. (923.03 A.0.A.C.,2005)

Procedimiento: Pesar 3 0 5 gramos de muestra en un crisol (no pasar la mitad
del crisol con la muestra), que ha sido puesto a peso constante durante 2 horas
(pesado cada hora) a 600 °C.

Calcinar la muestra, inicialmente con un mechero en la campana hasta que no
se desprendan humos y posteriormente meter a la mufla (marca SYBRON,
modelo thermolyne 1400) 2 horas (pesando cada hora) a 600 °C. Repetir la
operacion anterior si es necesario, hasta conseguir unas cenizas blancas o
ligeramente grises, homogéneas y que esté a peso constante. Enfriar (fuera 10
minutos y posteriormente meter al desecador por otros 10 minutos, tiempo total
de enfriado 20 minutos) y pesar. Realizar la prueba por triplicado.

Se utilizé la siguiente ecuacion para obtener el porcentaje de cenizas:

w3 —-w2

W1 >*100

%cenizas = (

Donde:
W1: Peso de la muestra (g).
W2: Peso del crisol sin muestra (g).

Wa3: Peso de crisol con cenizas (Q).

3.3.6. Determinacién de fibra por el método de fibra cruda o Weende

Fundamento: Este método se basa en la digestion acida y alcalina de la muestra
obteniéndose un residuo de fibra cruda y sales que con calcinacion posterior se
obtiene una pérdida de masa que es el valor de las sales y por diferencia se
determina la fibra cruda (989.23 A.0.A.C,2005).

Procedimiento: Pesar de 1 a 3 gramos de muestra desengrasada y afiadir 200 ml
de H2SO4 al 1.25%. Llevar a ebullicion y mantenerla durante treinta minutos.
Transcurrido ese tiempo adicionar 200 ml de NaOH al 2.5% y llevar a ebullicion
durante treinta minutos mas.

Filtrar con el papel filtro que ha sido colocado a peso constante durante 1 hora
(pesado cada 30 minutos) y embudo Buchner en un matraz, lavar con agua




destilada hasta alcanzar un pH neutro. Deshidratar lavando con alcohol dos o tres
veces. Llevar el papel a la estufa y secarlo a 110 °C durante una hora. Dejar enfriar
en desecador y pesar. Colocar el papel en un crisol a peso constante y calcinar
durante una hora a 550 °C. Dejar enfriar en desecador y pesar rapidamente.

Se utilizo la siguiente ecuacion para obtener el porcentaje de fibra.

, (W2 — W1)(W4 — W3)
%fibracruda = e * 100

Donde:

W1: Peso del papel filtro (g).

W2: Peso del papel filtro con residuos secos (Q).
W3: Peso del crisol vacio (g).

W4: Peso del crisol después de la incineracion (g).

WS5: Peso de la muestra previamente desengrasada (Q).

3.3.7. Determinacion de porcentaje de carbohidratos
La determinacion se realizé por diferencia de los deméas componentes.

%Carbohidratos = 100 — (Proteinas + Humedad + Grasa + Fibra + Cenizas).

3.4. Calidad nutrimental
3.4.1. Digestibilidad in vitro

Fundamento: La digestibilidad in vitro se lleva a cabo utilizando un sistema
multienzimatico que libera los aminoacidos provocando disminucién del pH que
indica de manera indirecta y mediante una ecuacion matematica la digestibilidad de
proteinas (Hsu et al.,1974).

Procedimiento: Para la experimentacion se determind la cantidad de nitrégeno total
del germinado equivalente a 10 mg N y se adicionaron 10 ml de agua destilada. La
solucién se ajusté a pH 8 con &cido clorhidrico (HCI) 0.01N y se agité en un bafio
de caliente a 37 °C por 60 minutos. Paralelamente se prepard una solucién
multienzimatica marca Sigma (tripsina, quimiotripsina, peptidasa), se ajusto el pH a
8 y se conservo con hielo hasta su utilizaciéon. A la suspensién de la muestra se le
agregaron 1 ml de solucibn multienziméatica y se mantuvo la agitaciéon y la
temperatura midiendo la caida de pH después de 20 minutos.

La ecuacion de la regresion obtenida experimentalmente y con la que se calcul6 en
porcentaje la digestibilidad es:

%D = 234.84 — 22.56(X)




Donde:

X= el pH de la suspension de proteina registrado inmediatamente después de los
20 minutos de digestion con la solucion multienzimatica.

3.4.2. Relacion eficiencia proteica (PER)

Para evaluar la calidad proteica del germinado de lenteja que se selecciond, se
realizo la prueba de relacién de eficiencia proteica, que por sus siglas en inglés se
le conoce como PER (Protein Efficiency Ratio), determinado de acuerdo con el
método 960.48 A.O.A.C. (1990).

Fue el primer método adoptado como rutina de evaluacion en la calidad proteica de
los alimentos. ElI PER es un método estandarizado en el cual se realiza una dieta
de estudio y una dieta control con caseina, ambas contienen el mismo porcentaje
de proteina, con ratas destetadas por un periodo de 4 semanas (Gilani y Lee,2003).

Animales de prueba

Se emplearon ratas Wistar macho de 21 dias de nacidas, cuyos pesos oscilaran +5
g. Las ratas fueron obtenidas en el bioterio de la FES Cuautittan Campo 4.

Composicion de las dietas

Se elabor6 una dieta isoproteica e isocal6rica con el germinado de lenteja, y una
dieta de referencia a base de caseina. Se utilizaron 12 ratas divididas en dos lotes,
uno del germinado y otro de caseina con 6 ratas cada uno. Las dietas se prepararon
de acuerdo con la formulacion establecida por la Official Methods of Analysis of the
Association of Oficial Analytical Chemists (A.O.A.C.) (Lépez et al.,2006).

Las ratas se pesaron inicialmente y se distribuyeron homogéneamente de acuerdo
con el método de la “culebra japonesa . Este método distribuye los pesos en orden
ascendente y se van haciendo lotes de izquierda a derecha para una distribucion
homogénea.

Las ratas se colocaron en jaulas individuales. Se mantuvo controlada la temperatura
a 24 °C y ciclos de 12 horas de luz y oscuridad. Se les suministré las dietas
preparadas y agua ad bilitum. Cada tercer dia se registro el peso ganado y la
cantidad de alimento consumido. Al concluir los 28 dias del bioensayo se determino
el valor de PER y PER ajustado, con base a las siguientes formulas indicadas por
Lopez et al., 2006:

PER =S50 F




PERcaseina ref

PER ajustado = PER
ajustado exp x PERexp

Donde=

AP= Incremento de peso (en gramos).

2Al= Alimento ingerido total (en gramos).

F= % de proteina en la dieta/100.

PER exp. = Valor PER obtenido en el bioterio.

PER caseina ref.= Valor de la caseina de referencia.

La digestibilidad aparente de la proteina se determiné mediante la cuantificacion de
nitrégeno ingerido y el de las heces secas y molidas, con el método de Micro
Kjeldahl, de cada rata en la ultima semana de ensayo (A.O.A.C., 2005).

3.4.3. Determinacion de triptéfano

Fundamento: La técnica (Rama et al.,, 1974) se basa en la cuantificacion
espectrofotométrica del triptéfano a partir de la digestion enzimética de la proteina
en la muestra, y de la reaccion del residuo del aminoacido con DMAB (p-
dimetilaminobenzaldehido) para la formacion de un complejo colorido.

Procedimiento: Para la determinacion se pesoé el germinado seco y se agrego una
solucion de pepsina, se dejé reposar por unos minutos a temperatura ambiente. Se
adicioné NaOH al 0.1N y pancreatina al 0.4% y se incub0 por 24 horas. Posterior a
ese tiempo se aford la soluciéon a 50 ml con agua destilada y después se filtré.

Se tomo el extracto y se le adicion6é HCI concentrado, DMAB al 0.5%, y Nitrito de
sodio (NaNO32) al 0.2%; se dejo reposar y se leyo el color formado a 590 nm en el
espectrofotometro.

Para el célculo del contenido de triptéfano se utilizaron las siguientes ecuaciones:

(mg Trp) (25 ml) (100) = mg Trp

1ml 0.5g9 "~ 100g de muestra
( mg Trp ) (100g de muestra) 00) = gTrp

100g de muestra/ \ 0x g de proteina ~ 100g de proteina




3.4.4. Determinacion de almidon total.

Fundamento: Se fundamente en cuantificar la glucosa liberada como resultado de
la hidrdlisis enzimatica de amiloglucosidasa que hidroliza los enlaces glucosidicos
a-(1,4) y a-(1,6) de las cadenas de amilosa y amilopectina (Gofii et al.,1997).

Procedimiento: Se peso6 la muestra y se colocé en matraz, después se disperso
con KOH 2 M a temperatura ambiente y con agitacién constante. Se le adicion6
buffer de Acetato de Sodio 0.4 My se ajust6 el PH=4.75.

Posteriormente se le adiciond enzima amiloglucosidasa y se coloc6 en bafio maria
por 45 minutos para que el almidén solubilizado se gelatinizara. Después de dejarlo
enfriar a temperatura ambiente, se centrifugd y se recupero el sobrenadante.

Para determinar glucosa en el sobrenadante se usO el reactivo glucosa
oxidasa/peroxidasa colocando 1 ml reactivo de glucosa (SPIREACT, glucosa-LQ)
con 10 pl del sobrenadante, por trplicado, y también un blanco con Unicamente el
reactivo de glucosa (SPIREACT, glucosa-LQ) y dejar reposar por 20 minutos.

Se leyo la absorbancia a 505 nm en el espectrofotometro (marca Jenway) y se
procedio a realizar los célculos.

3.4.5. Determinacién de almidon digerible

El contenido de almidon digerible se determiné por diferencia del total con el
resistente con ayuda de la siguiente ecuacion:

%Almidon digerible= (%almiddn total-%almidon resistente)

3.5. Factores antinutrimentales
3.5.1. Determinacion de taninos

Fundamento: Para la determinacion de taninos se baso en la extraccion de los
taninos hidrolizables y condensados (fenoles totales) mediante dimetilformamida al
75% vy la posterior reduccion del ion férrico debido a los iones polifenoles con la
subsiguiente formacion de un complejo colorido en condiciones alcalinas,
cuantificado espectrofotométricamente (marca Jenway) a 525 nm (ISO 9648,1988).

Procedimiento: Para la cuantificacion se pesé la muestra, se le afiadi6 DMF
(dimetilformamida) al 75% y se mantuvo en agitacion, luego en reposo y finalmente
se centrifugo el extracto. Se etiquetaron 2 tubos, una para la determinacion y otro
como blanco, a cada uno se le agreg6 sobrenadante, agua destilada, citrato férrico
e hidréxido de amonio. Una vez que se formd el complejo colorido se leyd la
absorbancia a 525 nm y se realizaron los célculos correspondientes para obtener el
porcentaje de taninos en la muestra.




X
%Tanino = ExlOO

Donde:
X= valor obtenido (g).

m= peso de la muestra (g).

3.5.2. Determinaciéon de acido fitico.

Fundamento: Para la determinacion de &cido fitico, el extracto de la muestra se
calienta con una solucion de acido férrico para conocer el contenido de hierro. La
disminucién del hierro (determinada colorimétricamente con 2,2-bipiridina) en el
sobrenadante es la medida del contenido de &cido fitico (Haug et al.,1983).

Procedimiento: Se peso la muestra y se le adicioné HCI 0.2 N, se agit6 la mezcla
y se centrifugd a 5000 rpm. Se tomé el extracto y se colocé en un tubo de ensayo,
donde se agreg0 sulfato férrico de amoniaco 0.2%, se tapo el tubo y se calent6 a
95+2°C. Posteriormente se enfrio el tubo y una vez que se encontré a temperatura
ambiente se adiciono 2,2-bipiridina y se agitd. A los 30 segundos exactamente de
gue se adiciono el reactivo se ley6 la absorbancia a 519 nm. Se realizaron los
calculos correspondientes para obtener el porcentaje de acido fitico en la muestra.

Para el calculo del contenido de acido fitico se utilizaron las ecuaciones:

_x*E
T

P x100%
(muestra)
ml HCI

%Acido fitico =

3.5.3. Determinacion de inhibidores de tripsina

Fundamento: La técnica utilizada por Kakade et al. (1974) se basa en poner en
contacto el extracto acuoso o diluido de una muestra con una solucion estandar de
tripsina, posteriormente se determina la actividad proteolitica remanente utilizando
un sustrato sintético (benzoil-arginina-p-nitroanilide o BAPNA), el cuéal producira
coloracién, que es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de
tripsina, realizandose la lectura en el espectrofotometro a una A=410 nm.

Procedimiento: Para la determinacion se peso6 la muestra y se adicion6 NaOH
0.01N, se ajustd el pH a 9.6 £ 0.2. Se transfiri6 esta mezcla a un vaso de
precipitados y se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente. Después se dejé
reposar para obtener un sobrenadante, posteriormente se centrifugd a 5000 rpm.




Se colocaron muestras de 0.06, 1.0, 1.4 y 1.8 ml del extracto anterior en tubos de
ensayo Yy se ajusto el volumen de cada uno a 2.0 ml con agua destilada. Se adiciono
solucion estandar de tripsina y se agitd; se mantuvo en contacto con el inhibidor de
tripsina-tripsina en un bafio de 37 °C. Se mantuvo esta reaccion por 10 minutos
exactamente en el bafio. Pasado el tiempo se afiadio acido acético al 30% para
detener la reaccidbn enzimatica. Se leyé la coloracion producida en el
espectrofotometro a 410 nm.

Se procede a realizar los célculos correspondientes:

e Se grafico en el eje de las X los ml de extracto en funcion de las Unidades
de tripsina Inhibidas por mililitro (UTI/ml) para calcular la regresion lineal.

e La r (coeficiente de correlacion) debe ser mayor a 0.9 y si es asi, se
sustituye el valor de la ordenada al origen (b) en la siguiente ecuacion:

vol.aforo muestra UTI

B x Factor =
mg de muestra mg de muestra

3.6. Compuestos funcionales

3.6.1. Determinacion de almiddén resistente

Fundamento: Se fundamenta en realizar una digestiéon enzimatica en donde se
hidrolizan las cadenas de almidon y almidon unido a proteinas. Posteriormente se
realiza un lavado con agua, etanol y acetona para eliminar la fibra soluble quedando
solamente los residuos de fibra insoluble. Se realiza nuevamente otra digestion para
liberar los monomeros de glucosa, que son cuantificados por un método
espectrofotométrico (Goiii et al.,1997).

Procedimiento: Se pes6 la muestra, se colocd en un matraz y se le agreg6 buffer
KCL-HCL para un PH de 1.5, posteriormente se agregd pepsina y se puso en
agitacion constante a 40 °C en un termo agitador para después enfriar y adicionar
el segundo buffer, Trismalato, para un pH de 6.9 y la segunda enzima a-amilasa, se
mezclé de forma suave y se dejo incubar a 37 °C con agitacién constante.

La muestra se centrifugd a 5000 rpm y se desecharon los sobrenadantes, después
se agregd KOH 2M a la muestra y se dejo a temperatura ambiente con agitacion
constante para agregar el tercer buffer: Acetato de Sodio al 0.4 M para un pH de
4.75y la tercera enzima la cual fue amiloglucosidasa y se incuba a 60 °C.

Se dejo enfriar la muestra para después volver a centrifugar 5000 rpm, pero ahora
midiendo cada cantidad de sobrenadante que se obtuvo ya que se uso para el
calculo.




Se determiné glucosa en el sobrenadante usando reactivo de glucosa y dejando
reposar para leer la absorbancia a 505 nm en el espectrofotometro y después
proceder a realizar los calculos correspondientes.

3.6.2. Determinacion de fibra dietética

Fundamento: Las muestras de alimentos secos son gelatinizados con a-amilasa
estable al calor y posteriormente digeridas enzimaticamente con proteasa y
amiloglucosidasa para eliminar la proteina y almidon presente en la muestra.
Adicionando etanol para precipitar la fibra dietaria soluble y mediante filtracion
obtener la fibra dietaria (CUNNIF,1995).

Procedimiento: Se pesoO por duplicado y con precision la harina obtenida de la
lenteja germinada (3 dias) desengrasada en un matraz Erlenmeyer. Adicionar
regulador de fosfato pH 6.0 y enzima a-amilasa.

El matraz se colocé a ebullicibn en una parrilla eléctrica con agitacion constante
para después ajustar el pH a 7.5 acondicionados con solucion de NaOH 0.285 N y
agregar proteasa. Se incubd a 60 °C con agitacion continua en un bafio con agua a
temperatura controlada. Posteriormente se dej6 enfriar a temperatura ambiente, se
agrego solucién de &cido clorhidrico 0.329 M y nuevamente se ajusté el pH a 4.5
adicionando la enzima amilomiglucosidasa y se incubd durante 30 minutos con
agitacion continua. Se dejo reposar a temperatura ambiente durante 60 minutos
hasta permitir la precipitacion de la fibra.

La solucién de la digestién enzimatica se filtr6 a través de un embudo vacio lavando
secuencialmente con alcohol a 75%, alcohol al 95% y acetona. El contenido de
papel filtro se secd hasta peso constante en una estufa previamente calibrada a
temperatura 100 + 2 °C. Finalmente el papel filtro y su contenido se inciner6 para
discriminar el contenido de cenizas y el contenido de proteina.

3.6.3. Determinacién de capacidad antioxidante

Fundamento: Este ensayo fue propuesto originalmente por Brand-Williams. El
DPPH es uno de los pocos radicales organicos estables, presenta una fuerte
coloracién violeta, es comercialmente disponible y no tiene que ser generada in situ
como el ABTS. El ensayo se fundamenta en la mediciébn de la capacidad
antioxidante para estabilizar el radical DPPH, esta medicion puede hacerse
espectrofotométricamente siguiendo el decaimento de la absorbancia a 518 nm. La
reaccion de estabilizacion se considera que transcurre principalmente mediante un
mecanismo de Transferencia de Electrones (TE), con un aporte marginal de
transferencia de &tomos de hidrégeno (TAH) (Kuskoski et al., 2005).

Procedimiento: Se peso la muestra y se diluyé en metanol-HCI al 1%, se hirvié en
bafio maria, después enfriar y centrifugar a 9000 rpm para obtener un sobrenadante.




Se colocaron los tubos a 65 °C hasta su total evaporacion y después se redisolvio
en agua destilada agitandolo, para después volver a centrifugar a 9000 rpm y se
obtuvo el extracto.

Del extracto obtenido se tomé una muestra y se le agreg6 solucion DPPH 120 um vy
se dejo reposar por 30 minutos. Finalmente se midi6 la absorbancia a 815 nm y se
ley6 de forma adicional un control negativo para los célculos.

Se realizaron los célculos correspondientes.

3.6.4. Determinacién de compuestos fendlicos.

Fundamento: El ensayo de Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido
de compuestos fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en que los
compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico,
dando lugar a una coloracibn azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765 nm.

Procedimiento: Para la obtencién del extracto se realiz6 de igual forma que para
la capacidad antioxidante. Del extracto obtenido se tomé la muestra y se agrego
agua destilada, reactivo de Folin y se agitd y se deja reposar por 5 minutos.
Posteriormente se agreg6é Carbonato de sodio (Na2CQO3) para volver a agitar y se
dej6 reposar.

Finalmente, se midid la absorbancia a 760 nm y se realizan los calculos para la
determinacién de la cantidad de compuestos fendlicos.

3.7. Analisis estadistico

Todas las pruebas se realizaron por triplicado y se calcul6é su promedio, desviacién
estandar y coeficiente de variacion. Para el analisis de los promedios se utilizo la
prueba de rango multiple-student a un nivel de significancia de 0.05.




4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Crecimiento de plantula e indice de conversion

El comportamiento del crecimiento de la plantula y el indice de conversion se puede

apreciar en la Tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas del germinado de lenteja (Lens culinaris) indicadas por su indice

de conversién y tamafios de plantula a los diferentes tiempos de germinacion.

Dias de germinacion.

indice de conversién

Tamafio de plantulay

(%) radicula. (cm)
3 80.292 3.252
4 84.072 3.162
5 82.172 5.22°
6 90.542 7.34°¢

Diferentes letras entre filas indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

Se puede apreciar un aumento en el indice de conversion al aumentar los dias de
germinacion, y tiene un comportamiento parecido a lo reportado por Alatorre-Cobos
y Rodriguez-Trejo (2009), que indican que el indice de conversion tipicamente
involucra inicialmente una rapida ganancia por humedad (imbibicién), seguida por
una larga meseta. En ambos casos se observé el comportamiento esperado en el
crecimiento normal de una planta, es decir, que las condiciones de germinacién
fueron las adecuadas.

En la medicion realizada a las plantulas y las radiculas de los germinados de lenteja
a los diferentes tiempos de germinacion se pudo observar que entre el dia 3y 4 de
germinacion no hubo diferencias estadisticamente significativas (P<0.05), pero a
partir del dia 5 hubo un aumento gradual el cual fue proporcional al tiempo de
germinacion siendo la plantula final 2.1cm mas grande que la del dia 3. Este
crecimiento de plantula se debe a que existe mayor presencia de celulosa, esto es
reportado por Colmenares de Ruiz y Bressani (1990). Por lo que fue lo esperado
durante la experimentacion.




4.2.

Analisis quimico proximal

El resultado obtenido a partir del analisis quimico proximal de las diferentes
muestras se presenta en la Tabla 9.

Tabla 9. Andlisis quimico proximal de germinados de lenteja (Lens culinaris).

Dias de HUMEDAD PROTEINA GRASA CENIZAS | FIBRA | CHO’'S
germinacion. (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 10.39+0.05% | 21.45+0.092 | 0.404£0.0072 | 2.54+0.0542 | 6.442 58.782

3 10.71+0.2822 | 27.34+0.172° | 0.84+0.047° | 2.61+0.012 | 8.09 50.412

4 9.71+0.1252% | 25.95+0.068° | 0.75+0.03" | 2.65+0.0052 | 9.74° 51.22

5 11.88+0.10° | 23.69+1.262° | 0.85+0.02° | 2.46+0.032 | 12.50° | 48.62

6 10.61+0.050°¢ | 20.59+0.05% | 0.84+0.04° | 2.54+0.022 | 13.64° | 51.78

Diferentes letras entre filas indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

Los resultados obtenidos para humedad corresponden a la muestra seca
(germinado deshidratado y molido). Se pudo observar un aumento en la
concentracion de humedad a partir del dia 5 de germinacion por lo que hubo
diferencias significativas (P<0.05) a partir de ese dia.

Para la proteina hubo un incremento en la concentracion de la lenteja al tercer dia
de germinacién. Conforme pasaban los dias esta concentracion fue disminuyendo,
esto pudo deberse a que las proteinas pueden ser utilizadas para sintetizar otros
compuestos.

El incremento de proteinas en los germinados coincide con lo reportado por
Ghavidel y Prakash (2007) para germinados de leguminosas (garbanzo, frijol), esto
comprueba que el proceso de germinacion, en general, incrementa el contenido
proteico del germinado en comparacion con la semilla. El aumento en el contenido
de proteina puede deberse a la biosintesis durante la germinacion (Ghavidel y
Prakash, 2007), aunque la otra posibilidad es un aumento en el nitrdgeno no
proteico como resultado del remojo (Sattar et al., 1989).

En el contenido de lipidos, se aprecia un aumento en la concentracion a los tres
dias de germinacién, pero luego se mantiene constante y no hay diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05). Esto puede deberse a una conjuncion de
factores, como la reduccién concomitante de carbohidratos y sintesis de nuevos
lipidos o por qué la extraccion de estos se ve favorecido por la hidrolisis de los
componentes de matriz o bien, por un incremento de la lipdlisis para producir acidos
grasos libres (Botero Omary et al., 2012).

El contenido de cenizas se mantuvo constante. No presenta diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05). Seria importante evaluar los cambios de
cada mineral individual y su forma quimica durante el germinado, ademas de la
biodisponibilidad de los mismo (Chavan et al.,1989).




El contenido de fibra tuvo un aumento estadisticamente significativo (P<0.05). El
aumento puede deberse al mayor tamafo de la plantula y por ende a la mayor
presencia de celulosa (Colmenares de Ruiz y Bressani.1990).

En cuanto a los carbohidratos, hubo una disminucion entre los dias de germinacion.
El contenido de carbohidratos de la lenteja hasta los 4 dias de germinacion no
presentd diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). Pero a partir del 5to
dia se aprecian diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). Esto se debe a
que durante la germinacion se incrementa la actividad metabdlica de las semillas y
la energia necesaria para que esto ocurra se deriva principalmente de la
degradacion parcial del almidon en azlcares simples, utilizados en el proceso de
respiracion celular (Chavan et al.,1989).

4.3. Determinaciéon del mejor tiempo de germinacion

De acuerdo con el objetivo particular 1 se determiné el mejor tiempo de germinacion
a partir de los resultados del indice de conversion, tamafio de plantula y AQP.

El mejor tiempo de germinacion fue el de 3 dias, ya que en este tiempo se obtiene
mayor cantidad de proteinas, lipidos y fibra. Ademas, en este tiempo de acuerdo
con la percepcion personal de los compafieros que probaron el producto, son
mejores, los germinados son mas suaves, con ligero sabor a jicama; mientras que
a tiempos mayores estan mas duros con fuerte sabor a hierva, y, por altimo, a menor
tiempo de germinacion el proceso sera mas economica.

Por lo tanto, las pruebas de compuestos funcionales y anti nutrimentales
correspondientes al objetivo 3 solo se realizaron a la muestra seleccionada con 3
dias de germinacion.

4.4, Calidad nutrimental: digestibilidad in vitro, contenido de triptéfano,
almidon total y almidén digerible

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos para la calidad nutrimental en
la semilla de lenteja y el germinado de 3 dias.

Tabla 10. Resultados de digestibilidad in vitro, contenido de tript6fano, almidén total y
almidén digerible de germinados de 3 dias de lenteja (Lens culinaris).

Dias de DIGESTIBILIDAD | TRIPTOFANO ALMIDON ALMIDON
germinacion (%) g aa/100g TOTAL DIGERIBLE
proteina (%) (%)
0 81.442 1.29+0.052 32.82+1.182 8.792
3 81.44a 1.39+0.0352 30.62+1.592 17.39P

Diferentes letras entre filas indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).




En la digestibilidad, se puede apreciar que no hubo diferencia estadisticamente
significativa (P<0.05) entre la semilla de lenteja y el germinado seleccionado. Estos
resultados no serian los esperados ya que de acuerdo con Ghavidel y Prakash
(2007) el proceso de germinacién activa enzimas como proteasas, lo cual afecta la
digestibilidad in vitro e induce un aumento del valor. Aunque los resultados
obtenidos se encuentran dentro de los valores reportados por Ganesan et al., (2010)
para la digestibilidad in vitro de la lenteja (79-83%) y se puede considerar una buena
digestibilidad.

La concentracion de triptéfano se mantuvo constante y no se registraron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05). La literatura indica que el tripté6fano es
utilizado para generar fitohormonas llamadas auxinas; estas auxinas estimulan la
germinacion en las semillas al incrementar la extensibilidad de la pared celular
favoreciendo la elongacion celular del tallo (Bewley & Black, 1994; Arellano et al.,
2008).

En el caso del almidén total disminuyd, pero no de forma significativa (P<0.05). Este
resultado es lo esperado ya que durante la germinacién la plantula obtiene su
energia, principalmente, de estas reservas (Alatorre-Cobos y Rodriguez-
Trejo,2009).

El almidén digerible aument6 100%, y hubo diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05). Estos resultados son los esperados ya que de acuerdo con
estudios los germinados de frijol, garbanzo y lenteja logran un mayor procentaje de
almidon digerible que va de un 53% a un 82% tras 24 horas de iniciado el proceso
de germinacién (Nkhata, 2018).

El aumento de almidon digerible en el germinado resulta benéfico, ya que su rapida
absorcion, aumenta la biodisponibilidad de energia al cuerpo humano.

4.5. Compuestos funcionales: fibra dietética, almidén resistente,
capacidad antioxidante y compuestos fendlicos

En las Tablas 11 y 12 se muestran los resultados obtenidos para los
diferentes compuestos funcionales en la muestra de semilla de lenteja y
los germinados de 3 dias.

Tabla 11. Resultados de fibra dietética y almidén resistente de germinados de 3 dias de
lenteja (Lens culinaris).

Dias de FIBRA ALMIDON
germinacion DIETETICA | RESISTENTE
(%) (%)
0 39.03+1.712 | 23.94+1.302
3 42.69+0.552 | 13.23+1.26°

Diferentes letras entre filas indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).




La fibra dietética aumento al tercer dia de germinacién, aunque no hubo diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05). Aunque el aumento fue poco, la cantidad
de fibra que contiene el germinado es suficiente para tener un efecto benéfico, ya
que el consumo de fibra dietética se ha asociado con propiedades de alimentos
funcionales, que, ademas de nutrir, proveen condiciones que favorecen la
disminucién de hipercolesterolemia y disminucion de glucosa sanguinea y control
de peso (Montero et al., 2015).

El almidon resistente se ve reducido de forma significativa (P<0.05). La
concentracion de AR puede modificarse bajo algunas condiciones, como son: el pH,
la temperatura (temperatura de secado del germinado) y el tiempo (Sajilata MG et
al., 2006). Aunque hay una reduccioén del almidon resistente, lo que se mantiene en
el germinado, puede tener un efecto positivo semejante al que tiene la fibra dietética,
de funcionar como un prebiético; en el intestino grueso se produce la fermentacion
de estos dos componentes por la microflora; durante este proceso, ademas de
metano, hidrégeno y dioxido de carbono, se forman acidos grasos de cadena corta
(acidos acéticos, propiénico y butirico), con lo que se reduce el pH en el intestino
grueso, lo cual, evita el desarrollo de microorganismos patdégenos (Cummings y
Englyst,1991).

Tabla 12. Resultados de capacidad antioxidante y compuestos fendlicos de germinados
de 3 dias de lenteja (Lens culinaris).

Muestra CAPACIDAD COMPUESTOS
ANTIOXIDANTE FENOLICOS
(%) (mg AG/g mtra)
Lenteja 49.3+0.412 1.49+0.012
Germinado 3 dias 85.27+0.58P 4.56+0.04°

Diferentes letras entre filas indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

Se pudo observar en la Tabla 12 que la germinacion aumentd la capacidad
antioxidante comparada con la semilla de lenteja, estos resultados son lo esperado
de acuerdo con lo que reportan algunos autores (De Leon et al., 2013; Davila et al.,
2003) que indican un aumento de antioxidantes durante la germinacion de semillas.

En el caso de los compuestos fendlicos hubo un aumento en la concentracion, de
igual forma hubo diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). El contenido
de compuestos fendlicos presentes en los vegetales esta influenciado por el tipo de
cultivo, las condiciones agronomicas, estado de madurez, asi como el manejo y
tratamientos poscosecha a los que son sometidos.

Este aumento de concentracion de la capacidad antioxidante y compuestos
fendlicos son de suma importancia, ya que aportan beneficios fisiolégicos como:




actividad antiviral, anti mutagénica, antibacteriana, anti carcinogénico, antialérgica
entre otras; todas se derivan del estrés oxidativo de las células (Vintimilla,2013).

4.6. Relacion de eficiencia proteica

Los resultados obtenidos del indice de eficiencia proteica (PER) y la digestibilidad
in vivo se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Resultados de digestibilidad aparente y eficiencia proteica en germinados de 3
dias de lenteja (Lens culinaris).
Muestra PER PER DA
Ajustado (%)
Caseina 2.17 -

Germinado 0.34 0.39 93.73
Diferentes letras entre filas indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

Para los resultados obtenidos, el valor de PER del germinado de lenteja es muy
bajo, incluso comparandolo con otros granos como el arroz con PER de entre 1.5-
2.0 (FAO,1970). Para la digestibilidad aparente, de acuerdo con los valores
reportados y valores obtenidos en la experimentacion, se obtuvo un aumento en el
germinado de la semilla de lenteja. Esto es lo que se esperaba ya que el proceso
de germinacion activa enzimas como las proteasas, lo cual afecta la digestibilidad
de las proteinas e indujo un aumento en el valor (Ghavidel y Prakash,2007).

Esta disminucién de PER pudo deberse a que el germinado de lenteja no fue del
agrado de los ratones y por ende no hubo mucho consumo, o puede deberse
también a la cantidad de fibra dietética presente en el germinado (42.69%) haciendo
gue los animales tengan una mayor saciedad, lo que conduce al menor consumo
(Lenzi de Almeida et al., 2008).

4.7. Factores anti nutrimentales: taninos, ac. fitico, inhibidores de
tripsina

En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos para los diferentes factores
anti nutrimentales cuantificados en los germinados de lenteja.

Tabla 14. Resultados de factores anti nutrimentales de la semilla de lenteja y germinados
de lenteja (Lens Culinaris).

Dias de INHIBIDORES DE
germinacion TANINOS AC. FITICO TRIPSINA
(%) (%) (UTl/mg de mtra)
Lenteja 0.65+0.012 0.91+0.072 0.11
3 0.317+0.003° 0.41+0.01° ND

Diferentes letras entre filas indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).




Para los resultados obtenidos se observa una disminucién significativa (P<0.05)
entre la lenteja y el germinado. Savelkoul et al., (1992) indicaron que la degradacion
enzimatica era la posible responsable de la pérdida de taninos durante la
germinacion.

En el analisis de resultados de acido fitico pudimos observar una disminucion del
45% lo que ocasion6 que hubiera diferencias estadisticamente significativas
(P=<0.05). Este menor contenido de &c. fitico podria explicarse por la lixiviacion de
este compuesto en el agua y la activacion de la fitasa endogena durante la
germinacion que proporciona mioinositol y acido fosforico para el crecimiento de las
plantulas (Cornejo et al., 2015).

Martinez et al. (2002) nos indica que el acido fitico se encuentra en los alimentos en
niveles de 0.1-6%, dependiendo su concentracion de la parte de la planta que se
consuma: en semillas los niveles son elevados ya que se localizan
fundamentalmente en el cotiledon.

Los inhibidores de tripsina en el germinado no se detectaron, esto se debe a los
bajos niveles de tripsina que contiene la lenteja. De igual forma la disminucién se
debié a que los inhibidores de tripsina son termolabiles y su actividad inhibitoria
puede disminuirse considerablemente con tratamientos térmicos (Liener,1994).
Esto pudo haberse dado durante el proceso de secado del germinado.




5. CONCLUSIONES

Se logr6 obtener de manera satisfactoria el germinado de lenteja bajo las
condiciones experimentales a 25 °C y en ausencia de luz, por 3, 4, 5y 6 dias
consiguiendo un incremento adecuado en el tamafio de la plantula y el indice de
conversion.

El mejor tiempo de germinacion para la semilla de lenteja fue de tres dias, ya que
aumentd el contenido de proteina, fibra y su textura y sabor fueron agradables para
Su consumo.

La germinacion tuvo un efecto positivo en la calidad nutrimental de la semilla de
lenteja pues aumento la digestibilidad in vitro e in vivo de la proteina,

El proceso de germinacion mejoro la funcionalidad de la semilla, ya que aumento el
contenido de fibra dietética, capacidad antioxidante y compuestos fendlicos.

La germinacion de las semillas de lenteja tuvo un efecto benéfico ya que disminuy6
el contenido de factores antinutrimentales como: taninos, 4c.fitico, y los inhibidores
de tripsina no fueron detectados en el germinado.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la germinacién demostré ser una buena
opcién para mejorar la calidad nutrimental, funcional y sensorial de la semilla de
lenteja y esto permite ofrecer una manera distinta de consumo.
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