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RESUMEN

La lenteja (Lens culinaris) es un cultivo de bajo consumo en la parte Occidental del
mundo, pero en Oriente, existen una gran variedad de platillos con lenteja, e incluso
esta semilla es utilizada como sustituto de proteina animal debido a su alto
porcentaje (24-30%) y buena calidad. Las lentejas contienen grandes cantidades de
minerales, en particular Fe, Zn, Cu, Mn, Mo, Mg, P, Ca y S. Vitaminas como
folato, tiamina (B1) y riboflavina (B2), la niacina, el acido pantoténico y la
piridoxina estan presentes en cantidades significativas y son utiles para prevenir
enfermedades como la anemia y las malformaciones. El consumo de esta legumbre
en México es menor en comparacion a otras leguminosas, especialmente frijol. Ya
que, existen pocas variantes para su preparacion y/o procesamiento que permitan
aumentar su consumo y aprovechamiento. Como todos los granos, las lentejas se
tienen que almacenar para consumirse cuando se necesitan, y si este
almacenamiento no se hace adecuadamente se pueden dafar, el grado del dafo
depende del tipo de semilla y las condiciones de almacenamiento. Es por eso que,
se planted estudiar el efecto de un almacenamiento inadecuado de la lenteja (Lens
culinaris) sobre su calidad nutrimental y funcional y la generacion de estrés
oxidativo. Las semillas de lenteja se pusieron en condiciones de deterioro acelerado
(temperatura 40°C y HR 75%) por 0, 9, 18, 27, 36, 45 y 56 dias para su posterior
estudio mediante ensayos de germinacion, conductividad eléctrica, analisis quimico
proximal, calidad nutrimental, compuestos antinutrimentales, calidad funcional, y
pruebas de generacion de estrés oxidativo.

Mediante pruebas de germinacion y conductividad eléctrica se mostré que las
semillas se deterioran al disminuir su porcentaje de germinacion con el tiempo de
almacenamiento, en cuanto a su composicion quimica solo hubo aumento
importante en la fibra cruda en comparacion con la muestra control, una disminucién
en sus componentes nutrimentales como el triptéfano y un aumento en los
componentes antinutrimentales. Ademas de una disminucion de su calidad
funcional en fibra dietética y almidon resistente, y si hubo generaciéon de estrés
oxidativo que provoco dafo en proteinas y lipidos. Finalmente el sistema de defensa
enzimatico el cual se compone de catalasa, peroxidasa y superédxido dismutasa de
las semillas de lenteja permanecio activo.
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INTRODUCCION

La lenteja (Lens culinaris) es uno de los cultivos mas antiguos que existen, pues se
reportan desde 13,000 a.C. Su nacimiento de esta legumbre se presume es de
Oriente, principalmente en Asia menor (Yadav et al., 2007).Este cultivo es anual y
uno de los mas tolerantes que existen debido a que soporta temperaturas extremas,
suelos pobres y aridos, asi como no requiere mucha agua para que el cultivo
prospere (FAO, 2016).

Actualmente se cultiva principalmente en India, Pakistan, Egipto, Grecia, ltalia,
América del Norte, finalmente también se reportan cultivos en Espafia y Marruecos
(Yadav et al., 2007). En México segun SAGARPA, (2019) el principal productor es
el estado de Michoacan siguiéndole Guanajuato y San Luis Potosi, sin embargo a
partir del afo 2019 no se tienen registros de cosecha de lenteja en ninguno de los
tres estados productores.

Existen diversas variedades de lenteja, entre ellas se encuentran la amarilla, roja,
pardina, puy y la lenteja verdina, esta ultima es la variedad que se consume
principalmente en américa latina, este cultivo en la parte Occidental del mundo es
muy poco consumido y existen escasas opciones de preparacion, a pesar de que
en su composicion aporta importantes nutrientes al cuerpo humano por su consumo,
ya que, en Oriente se consume incluso como sustituto de carne y productos
pesqueros (FAO, 2016).

Es de suma importancia implementar el consumo de estas legumbres a la dieta de
la poblacién, ya que, por ser buena fuente de fibra, vitaminas y calidad proteica, es
benéfica para la salud de la poblacion (Santa Ana, 2019).

A lo largo de los afios, los cultivos de granos y semillas han acompafiado al hombre
en su trayectoria, es importante destacar la importancia que tiene un buen
almacenamiento de granos y semillas, ya que, un mal manejo de estos en su
almacenamiento puede provocar graves danos al material biolégico en cuestién,
dafios que muchas veces a simple vista no son notorios, sino hasta que este
material pasa por una serie de pruebas y analisis quimicos en laboratorio y es donde
podemos notar el dafio que estos han sufrido por un almacenamiento inadecuado
(Yadav et al., 2007). Ademas, el dafio provocado en las semillas depende del tipo,
la region donde se siembra y las condiciones ambientales, es por eso evaluar el
material biolégico con el que se piensa trabajar.



Por ello en el presente trabajo, se analizaron las lentejas (Lens culinaris) variedad
verdina, cosecha 2019 que fueron sometidas a un deterioro acelerado durante 56
dias a condiciones de HR 75% y temperatura 40°C. En ellas se llevaron a cabo
pruebas de germinacién, escape de electrolitos, analisis quimico proximal, de su
calidad nutrimental, antinutrimental, propiedades funcionales y la generacion de
estrés oxidativo todo esto para conocer el efecto del mal almacenamiento sobre
dichas propiedades.
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1. CAPITILO I. ANTECEDENTES
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1.1 Definicion de Legumbre.

Las legumbres (Figura 1) son semillas o frutos que crecen en vainas. El término,
que procede del vocablo latino legimen, también se utiliza para nombrar al fruto
que producen las especies leguminosas. Se entiende por legumbres a las semillas
secas de plantas leguminosas y se distinguen por su bajo contenido de grasa (CXS,
2007).

Figura 1. Legumbres.
Fuente: Araneda, 2022.

1.1.2. Clasificacion de legumbres.

Las legumbres (Figura 1) son leguminosas anuales que producen entre 1-12 granos
o semillas de tamano, forma y color variables dentro de una vaina. Segun la FAO,
el término "legumbres" se limita a las plantas que se cultivan unicamente para
obtener el grano (o semilla) seco (Araneda, 2022). En esta clasifiacion se hacen las
siguientes exclusiones (Figura 2):

v Los cultivos cosechados verdes para alimento (denominados verduras),

v' Los cultivos utilizados principalmente para la extraccion de aceite
(denominados semillas oleaginosas)

v Los cultivos leguminosos que se utilizan exclusivamente para fines de
siembra.
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Figura 2. Clasificaciéon de leguminosas.
Fuente: Araneda, 2022.

1.2. La lenteja.

La lenteja (Lens culinaris) es el cultivo de legumbres mas antiguo con restos
encontrados junto a la habitacion humana hasta 13.000 afios antes de Cristo. Su
domesticacion es igualmente antigua y probablemente fue uno de los primeros
cultivos domesticados en el Viejo Mundo. Se cultiva principalmente en India,
Bangladesh, Pakistan, Egipto, Grecia, ltalia, paises de la region mediterranea y
América del Norte (Figura 3). También se esta cultivando en la costa atlantica de
Espafa y Marruecos. El cultivo tiene una gran importancia en los sistemas basados
en cereales debido a su capacidad de fijacion de nitrégeno, sus semillas ricas en
proteinas para la dieta humana y su paja para la alimentacion animal (Yadav et al.,
2007). En México los principales productores de lenteja son: Michoacan vy
Guanajuato con mas del 60 y 30 por ciento, respectivamente, del producto nacional.
(SADER, 2015).

2.09M

Producciéon mundial de lentis por pais
FAO Stats 2019

1.67M

1.25M
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418.42K
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Figura 3. Produccion mundial de lentejas por pais.
Fuente: AtlasBig, (s. f).



Su nombre cientifico es Lens culinaris, su nacimiento se presume en Oriente,
principalmente en Asia menor. Con una enorme variedad cromatica, del crema al
negro, pasando por diversos tonos del amarillo al rojo, han tenido un gran crédito
alimentario desde el Egipto de los faraones, donde adquirieron una jerarquia mitica
y eran apreciadas por su capacidad para iluminar la mente, incluso en la vida de
ultratumba, lo que evidencian los rastros de lentejas descubiertos por los
arqueologos en los monumentos mortuorios de los faraones. Su tolerancia a
terrenos aridos y a temperaturas extremas, sus multiples usos culinarios y la
simbiosis sapida que alcanzan con casi cualquier ingrediente animal o vegetal han
propagado su consumo por todo el mundo.

Se adjudica a la regién del Oriente préximo y Africa del norte el origen de la lenteja
y se trata de uno de los cultivos mas antiguos. No hay legumbre mas tolerante en
terrenos aridos, necesita muy poca agua para que su cultivo prospere (entre 2,5y
5 cm de agua a la semana) y soporta temperaturas extremas (FAO, 2016). La lenteja
es un cultivo que se adapta bien a las diferentes condiciones agroclimaticas.
Requiere una temperatura que oscile entre los 6 a 28°C y le perjudica bastante las
nieves y los rocios. Requiere un suelo con un pH comprendido entre 5.5a 9 y es un
cultivo muy sensible a la salinidad, los suelos deben ser profundos, sueltos, frescos
y ricos en materia organica (Agricultura, s.f.).

1.2.1. Variedades de lenteja.

Como puede observarse en la figura 4b entre las variedades de lenteja se
encuentran, las lentejas de color amarillo intenso que son menos conocidas que las
rojas, aunque de sabor y coccidn similar, mientras que las denominadas pardinas o
francesas de entre 4 y 5 milimetros y color marrén o pardo rojizo, estan bastante
extendidas; la verdina presenta un color verde amarillento y es de tamano inferior,
mientras la rubia puede llegar a 9 milimetros de diametro y es bastante mas
utilizada, con variedades de calidad excepcional como la rubia de La Armuia que
se produce en Espafia. También en Francia tiene especial prestigio la variedad de
lenteja de Puy, procedente de la region de Auvernia y las lentejas de Umbria de
color pardo dorado que estan especialmente acreditadas en Italia (FAO, 2016).



VERDINA

ROJA AMARILLA PUY

Figura 4. Lenteja a) variedad verdina, b) Diferentes variedades
Fuente: Verde organica, 2022; Uranda, 2020

1.2.2. Morfologia.
Planta: Es una planta anual herbacea de la familia fabaceae, su taxonomia es la
siguiente (Santa Ana, 2019):

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Fabeae
Genero: Lens
Especie: L. culinaris

Son plantas de tallo corto, débil y muy ramificado (15-75 cm), sus hojas son
paripinnadas con zarcillos sencillos (Figura 5). Los foliolos son de pequefio tamario,
ovales y alargados (1-4 cm). Sus flores se desarrollan en racimos axiales, siendo
generalmente de color blanquecino. Las flores pueden estar solas o en racimos,
pueden ser blancas, rosas, rojas o violetas. Sus vainas son cortas, lisas,
aplastadas, conteniendo normalmente dos semillas, y terminadas en un apéndice
en forma de gancho (Enciso y Duarte, 2010).
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Los tipos de semilla pequefa desarrollan sistemas radiculares superficiales,
mientras que los tipos de semillas grandes desarrollan raices profundas, lo cual se
tiene que tener en cuenta a la hora de elegir un cultivar de semilla grande o pequena,
dependiendo del tipo de suelo existente en la zona de cultivo.

Se clasifican como plantas de dia largo, aunque existen cultivares de dia neutro
(Nadal, 2004).

Figura 5. Fisiologia de la planta de lenteja
Fuente: Enciso y Duarte, 2010.

Semilla: La estructura de la semilla de la lenteja (Figura 6) es similar a la de las
demas leguminosas, pero su envoltura es mas delgada. Los componentes
basicos de la semilla de lenteja son tres (Bhatty,1988):

v' La envoltura: Se encuentra en un (8%) se divide en dos capas, testa o
envoltura externa y tegumento o envoltura interna

v' Cotiledones: Se encuentra en un 90%. El cotiledon esta constituido
mayoritariamente por almidon.



v Embrién: Esta en un 2%, incluyendo la radicula, plimula y eje
embrionario. La radicula contiene el embrion, el cual tomara las
sustancias necesarias para su desarrollo del cotiledén. La plumula es la
parte desde la que se formaran el tallo y las primeras hojas de la lenteja. El
eje embrionario, es aquella parte por donde puede pasar agua directamente
al embrién (Mancilla, 2022).

PLUMULA

RADICULA

MiILIUM

TESTA - COTILEDON

Figura 6. Estructura de la semilla de lenteja
Fuente: Mancilla, 2022

1.2.3. Produccién y Consumo.

La produccion de lenteja en México segun SAGARPA se divide en riego y de
temporada. En el afio 2019 la produccion en México (tabla 2) el estado con mayor
produccién fue Michoacan, en los afios posteriores se vio afectada la produccion,
ya que no hay registros de cultivos de lenteja de acuerdo a la pandemia el sector
agricultor se vio afectado.

También la poca produccion de este quiere decir que la lenteja no es un cultivo muy
consumido en este pais. En nuestro pais se suele usar a la lenteja como sopa
principal para acompanar a nuestros platillos fuertes y también es utilizada en
diferentes tipos de ensaladas (SADER, 2015).

Tabla 1. Produccion de lenteja de ano 2019 en México

ENTIDAD PRODUCCION (Ton)
Guanajuato 493.80 2019
Michoacan 8,974.72

San Luis Potosi 0.00

Fuente: SAGARPA, 2019.
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La lenteja en México tiene un consumo menor al de otras leguminosas, una de ellas
es el frijol, ademas como se ha mencionado anteriormente no existen variantes
para su preparacion y/o procesamiento que permitan aumentar su consumo y
aprovechamiento. Asi pues, es necesario implementar alternativas que promuevan
el consumo de lenteja o sus derivados (Santa Ana, 2019).

1.2.4. Composicion quimica.

Las lentejas son ricas en proteinas, fibras, almidon, oligosacaridos , minerales,
acidos grasos y vitaminas (Tabla 1). Las lentejas tienen un excelente perfil de macro
y micronutrientes. Entre los cuales se encuentran las proteinas y su alto contenido
de fibra alimentaria. En cuanto a los micronutrientes, las lentejas son fuente de
magnesio, selenio y folatos y poseen alto contenido de hierro, zinc, potasio, tiamina,
niacina y vitamina B6 (Enjamio et al., 2022). Las lentejas son ricas no sélo en
macronutrientes como puede observarse en la tabla 1, incluido el almidén (43-51
%, base seca), proteinas (24-30 %) y fibra dietética (18-20 %), sino también
en micronutrientes , incluidas vitaminas, minerales, y fitoquimicos. El contenido de
grasa de las lentejas suele ser inferior al 2,5 %. Las lentejas son un alimento de bajo
indice glucémico debido a su relativamente baja digestibilidad del almidén, lo que
las hace beneficiosas para el control insulinémico (Nadal, 2004).

Por estas razones, las lentejas se conocen desde hace mucho tiempo como un
producto de bajo costo y un sustituto perfecto de la carne. Los macronutrientes, en
particular las proteinas y los carbohidratos, son los principales constituyentes de las
lentejas, seguidos de las fibras dietéticas. Se han identificado micronutrientes,
especialmente compuestos fendlicos, de alta actividad antiinflamatoria vy
antioxidante.

Ademas, muchos estudios de intervencidén proponen que el consumo de legumbres
esta inversamente relacionado con la frecuencia de varias enfermedades, incluidas
enfermedades cardiacas, diabetes, cancer, envejecimiento y enfermedades
cardiovasculares. Ademas, las lentejas pueden aportar inhibidores de proteasa, que
son proteinas biolégicamente activas (Rajhi y Baccourri, 2022).

Se consideran fuente pobre de grasas: esta fraccién incluye acidos grasos
saturados (16,7%), acidos grasos monoinsaturados (23,7%) Yy acidos grasos
poliinsaturados (58,8%). Durante mucho tiempo, las lentejas se han considerado un
alimento perfecto para los seres humanos que padecen desnutricion y, en especial,
deficiencia de hierro (Rajhi y Baccourri, 2022).

Las lentejas contienen grandes cantidades de minerales, en particular Fe, Zn, Cu,
Mn, Mo, Mg, P, Ca y S. Vitaminas como folato, tiamina (B1) y riboflavina (B2), la
niacina , el acido pantoténicoyla piridoxina estdn presentes en cantidades
significativas y son utiles para prevenir enfermedades como la anemia y las
malformaciones (Rajhi y Baccourri, 2022).
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Las lentejas enteras y decorticadas (descascaradas) se han utilizado enla
fortificacion de alimentos como una aplicacién potencial para reducir la deficiencia
de hierro en humanos (Rajhi y Baccourri, 2022).

Las lentejas (Figura 4a) son especialmente importantes en la dieta de los grupos de
poblacion de bajos ingresos en los paises en desarrollo, debido a que representan
un sustituto en el consumo de proteinas de origen pecuario y pesquero (Santa Ana,
2019).

Las proteinas contenidas en las lentejas son deficientes de aminoacidos como
metionina y cisteina, lo que limita su aprovechamiento por el organismo, al
combinarse con alimentos que contengan estos aminoacidos como el arroz, el trigo
o el mijo, se convierten en proteinas de alto valor biologico de origen vegetal.
Respecto a la proteina proveniente de alimentos de origen animal, la proteina
proveniente de lentejas posee la ventaja de que éstas no se acompanan de
colesterol ni grasas saturadas y son faciles de digerir (Santa Ana, 2019).

Tabla 2. Composicion quimica de la lenteja.

Humedad 8.7

Proteinas 24-30
Aminoacidos

Histidina 1.9

Lisina 5.8

Leucina 6.6

Isoleucina 2.8

Metionina + Cisteina 2.5

Fenilalanina + Tirosina 6.3

Treonina 3.4

Triptéfano 1.1

Valina 3.5

Lipidos 1.8

Carbohidratos 54
Fibra 11.7

Cenizas 2.5

Fuente: (Santa Ana, 2019).

Fibra: Las legumbres, en general, son beneficiosas por su alto contenido de fibra.
La fibra soluble se digiere a nivel del colon por la flora bacteriana, liberando diversos
acidos grasos de cadena corta como puede ser el butirato. La fibra insoluble, que
se encuentra en menor medida que la fibra soluble, hace que aumente el transito
intestinal y al no verse digerida por la flora, no provoca flatulencia (Enjamio et al.,
2022).
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v" Fibra soluble: Retiene el agua y se vuelve gel durante la digestion e
igualmente retarda la digestion y la absorcidon de nutrientes desde el
estdbmago y el intestino. Este tipo de fibra se encuentra en alimentos tales
como el salvado de avena, la cebada, las nueces, las semillas, los frijoles,
las lentejas, los guisantes y algunas frutas y hortalizas (Fibra soluble e
insoluble, 2020).

v" Fibra insoluble: Parece acelerar el paso de los alimentos a través del
estdmago y los intestinos y le agrega volumen a las heces. Este tipo de fibra
se encuentra en alimentos tales como el salvado de trigo, las hortalizas y los
granos enteros (Fibra soluble einsoluble, 2020).

Fuentes de Fuentes de
fibra soluble fibra insoluble

Figura 7. Fuentes de fibra soluble e insoluble.
Fuente: (s. a), 2020

Carbohidratos: Las legumbres de grano son una buena fuente de carbohidratos
disponibles (almidon y oligosacaridos). También proporcionan una gran cantidad
de carbohidratos estructurales, debido principalmente a un alto contenido de fibra
dietética (FD) en comparacion con otros alimentos vegetales ricos en fibra
(Aguilera et al, 2009).

El almidon representa el carbohidrato principal en la semilla de leguminosas (22—
45%), aunque la tasa de digestion del almiddn es, tanto in vitro como in vivo, inferior
al de los cereales. Una proporcion de almidén llamado almidén resistente escapa a
la digestion completa y tiene propiedades similares a las fibras fermentables
(Aguilera et al., 2009).

La lenteja contiene cantidades significativas de carbohidratos prebidticos (Figura 8)
o carbohidratos de baja digestibilidad, incluidos alcoholes de azucar
(SA), oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFO), fructooligosacaridos (FOS)
y almidon resistente (RS), que brindan importantes beneficios para la salud humana
al modular el microbioma intestinal. (Shiva et al., 2018).
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Los alcoholes de azucar (también conocidos como polioles, polialcoholes y
alditoles) incluyen sorbitol, manitol y galactinol. Los oligosacaridos no digeribles
incluyen: (Shiva et al., 2018).

v" RFO (rafinosa, estaquiosa, y verbascosa)
v" FOS (kestosa y nistosa).

Estos carbohidratos de baja digestibilidad son fermentados en el intestino grueso
por las bacterias del intestino posterior, y luego estos compuestos se utilizan como
sustrato para su crecimiento y actividad. Las concentraciones de carbohidratos de
baja digestibilidad de las lentejas cambian después de procesarlas y cocinarlas por
un corto tiempo (Shiva et al., 2018).

Figura 8. Probiéticos, prebioticos y simbioéticos: eficaces y
seguros.
Fuente: Merino. 2022.

Cenizas: Entre los minerales de la lenteja se destaca el calcio, magnesio, potasio,
fésforo, zinc y hierro (Figura 9) aunque estos dos ultimos son de peor absorcidon
que el de los alimentos de origen animal. En vitaminas, es interesante su
contenido en vitamina B1 (tiamina), B3 (niacina), B6 y folatos, este especialmente
en los garbanzos. (Enjamio et al., 2022).
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Figura 9. Beneficios y propiedades de las lentejas.
Fuente: SASMI, 2023.

1.2.5. Componentes antinutrimentales.

Las semillas de cereales y leguminosas son alimentos completos; razén por la cual
durante muchos afios han constituido la fuente principal para el suministro de
energia y proteina dietaria humana, especialmente en los paises pobres; sin
embargo, algunas semillas, especialmente las leguminosas presentan en su
composicion sustancias antinutricionales (De Dios et al., 2009).

El término antinutrientes se utiliza para calificar a aquellos compuestos que afectan
el valor nutricional de algunos alimentos, especialmente semillas, pues dificultan o
inhiben la asimilacién de nutrientes que provienen de alimentos generalmente de
origen vegetal (proteinas y minerales) (De Dios et al., 2009).

Desde el punto de vista nutricional, las sustancias antinutrientes de origen natural,
se clasifican en funcion del tipo de nutriente con el que interfieren. Se distinguen los
siguientes (Garcia, 2014):

v" Inhibidores de proteasas: Sustancias que interfieren en la utilizacién digestiva
o metabdlica de las proteinas.

v" Inhibidores de glucosidasas: Inhibidor de alfa amilasa.
v’ Sustancias antiminerales: Sustancias que interfieren con la asimilacion de
elementos minerales.
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v’ Sustancias antivitaminas: Sustancias que inactivan o aumentan la necesidad
de vitaminas.

Estos factores son de naturaleza variada y pueden llegar a ser toxicos o causar
efectos fisiologicos poco deseables como la flatulencia; distension estomacal,
afectaciones pancreaticas, aglutinaciéon de globulos rojos, disminucion en la
asimilaciéon de nutrientes; los factores antinutricionales 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. Un ejemplo de estos son los taninos, los cuales son sintetizados
durante el desarrollo de la semilla y la planta las utiliza como defensa frente a
hongos, insectos y nematodos (De Dios et al., 2009).

Otro factor antinutricional es el acido fitico, que es una sustancia presente en
alimentos de origen vegetal, constituyendo la principal forma de almacenamiento de
fésforo en semillas y su composicion varia de una planta a otra, ya que la
composicion depende de diversos factores como por ejemplo las técnicas
empleadas en el cultivo (Gonzalez, 2020). El acido fitico es considerado un factor
antinutricional debido a su capacidad de interferir en la absorcion de los distintos
nutrientes, como consecuencia de su gran afinidad por diversos cationes formando
quelatos; ademas puede unirse a mas de un cation a la vez debido a la presencia
de seis grupos fosfatos, por lo que generalmente lo encontramos en forma de sal
mixta. Por lo tanto, afecta a la absorcién de nutrientes en el intestino humano y a su
biodisponibilidad, pudiendo producirse un déficit de minerales (Gonzalez, 2020).

También existen enzimas de la familia de quimitripsina, de las cuales, las tres mas
estudiadas son: quimiotripsina, tripsina y elastasa. Estas tres proteasas son el
resultado de un proceso de evolucién divergente y difieren en su especificidad. Los
inhibidores de proteasas son compuestos de naturaleza proteica que inhiben las 4
enzimas proteoliticos al unirse al sitio activo de la enzima, inhibiendo parcial o
totalmente la hidrdlisis de las proteinas de la dieta (Garcia, 2014).

Los inhibidores de proteasas mas conocidos son los que actuan sobre la tripsina
(Garcia, 2014), que se encuentran en leguminosas. En presencia de una proteasa
y un sustrato producen una notoria disminucion en la velocidad de la reaccidn
catalizada por la enzima (Quicazan y Caicedo, 2011). Estas globilunas son capaces
de inhibir la tripsina y la quimiotripsina pancreatica, impidiendo la protedlisis
digestiva y aumentando las pérdidas de nitrégeno por heces (Garcia, 2014).

La tripsina es utilizada como modelo dentro de las proteasas serinicas. Es una
endopeptidasa que presenta alta especificidad hidrolizando enlaces peptidicos cuyo
carboxilo corresponde a una arginina o lisina, excepto cuando el siguiente residuo
es una prolina.
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1.2.6. Componentes funcionales.

Fibra dietética: Las legumbres contienen varios tipos de fibra, incluidos los
polisacaridos solubles e insolubles de cadena larga, los galactooligosacaridos y el
almidon resistente (Brummer et al., 2015).

A medida que ha aumentado el conocimiento sobre el papel de la fibra dietética en
la prevencion de enfermedades y la mejora de la salud, también ha aumentado el
interés por los cultivos de leguminosas. Las legumbres son una rica fuente de fibra
dietética soluble e insoluble y proteina vegetal. Estos beneficios para la salud
pueden deberse en parte a la composicidén y el comportamiento de los polisacaridos
no amilaceos, constituyendo las paredes celulares de las legumbres. Por lo tanto,
es importante comprender la composicién y las propiedades fisicoquimicas de la
fraccion de fibra dietética. Los perfiles de galacto-oligosacaridos de legumbres
cocidas también son de interés. Anteriormente, estos carbohidratos de bajo peso
molecular se consideraban indeseables porque causaban flatulencias a las
personas que no los consumian regularmente. Sin embargo, cada vez se reconoce
mas que tienen un efecto prebidtico , ya que fomentan el crecimiento de bacterias
probidticas que producen acidos grasos de cadena corta beneficiosos para la salud
(Brummer et al., 2015).

v’ Fibra dietética insoluble (IDF): Es una mezcla diversa de polisacaridos de
diferentes tamafos. Los azucares que componen la fraccién de fibra
insoluble sugieren un gran componente de celulosa. (Brummer et al., 2015).

v’ Fibra dietética soluble (SDF): Exhiben una gama de viscosidades segun el
tipo de pulso (Brummer et al., 2015).

Almidén resistente: El almiddn resistente (RS) se define como la suma de almidén
y sus productos de degradacion que no se absorbe en el intestino delgado de
individuos sanos y puede ser total o parcialmente fermentado en acidos grasos de
cadena corta por microorganismos en el colon (Zhen et al., 2018)

El almidon resistente no se puede digerir faciimente como el almidén comun, lo que
lleva a su gran importancia bioldgica, incluida la prevencion de enfermedades
gastrointestinales, la reduccion de la respuesta a la insulina y los niveles de
colesterol sérico, la promocion del crecimiento bacteriano beneficioso y la
promocion de la absorcion de minerales. (Zhen et al., 2018)

Las lentejas son una rica fuente de almiddn resistente, el nivel de RS varia entre
11,4% y 14,9% para diferentes cultivares, independientemente de los métodos de
procesamiento, el almidon resistente en las lentejas procesadas aun mantiene un
nivel relativamente alto en comparacion con otros alimentos como los cereales y la
papa, que normalmente muestran un contenido de RS significativamente reducido
después del procesamiento (Zhen et al., 2018).

La resistencia del almidon contra la hidrdlisis por enzimas digestivas en el tracto
gastrointestinal podria atribuirse a una variedad de razones, ya que puede ser
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fisicamente inaccesible (RS1y RS2), retrogradado (RS3) o quimicamente
modificado (RS4). El almidon resistente de las semillas de lentejas crudas
generalmente se encuentra en forma de RS 1, que esta protegido de la digestion
debido al atrapamiento fisico en las semillas. RS 1 es estable al calor y se espera
que se encuentre en lentejas recién cocinadas. Simultaneamente, RS3 podria
formarse tras la retrogradacion, lo que probablemente contribuya al nivel
relativamente alto de RS en las lentejas procesadas (Zhen et al., 2018).

Capacidad antioxidante: La capacidad antioxidante total (CAT) se define como el
potencial de una sustancia o compuesto para inhibir o dificultar la oxidacién de un
sustrato hasta en cantidades muy pequefas (< 1%, comunmente 1-1,000 mg/L).
Su medicién es util para valorar la calidad de un alimento, la cantidad de
antioxidantes en un sistema, o la biodisponibilidad de compuestos antioxidantes
en el cuerpo humano (Benitez et al.,2020).

La capacidad antioxidante de un alimento depende de la naturaleza y concentracion
de los antioxidantes naturales presentes en él. Algunos de estos componentes son:
(De Carrasco y Zelanda, 2008).

v Carotenoides: El betacaroteno y otros pigmentos rojos, naranjas y amarillos
llamados carotenoides se consideran antioxidantes. Aportan
aproximadamente el 50% de la vitamina A necesaria en la dieta
(Betacarotenos, 2022).

v Luteina y Zeaxantina: Luteina y zeaxantina son pigmentos de color amarillo,
solubles en grasa, que se concentran en la macula, que es la parte central
de la retina, la que nos permite tener vision aguda. El papel fundamental de
la luteina y la zeaxantina es evitar la formacidon de radicales libres y de
moléculas oxidativas, que son las causantes de los dafios en las membranas
de las células de los tejidos oculares. Su funcion es proteger a la macula y al
cristalino de la accion oxidante de la luz, ya que, reducen el dafio oxidativa
provocado por la luz azul (Troxler y Reardon, 2022).

v’ Licopeno: El licopeno es un carotenoide, principal pigmento responsable de
la caracteristica coloracion roja del tomate. Todos los carotenoides son
derivados del licopeno, que presenta una estructura aciclica, pero a
diferencia de otros carotenoides como el a- y p-caroteno, el licopeno no tiene
actividad de pro vitamina A debido a que carece de la estructura de anillo y-
idnico comun en estos carotenoides. El licopeno se distribuye ampliamente
en el cuerpo humano. Es uno de los mayores carotenoides que se
encuentran en el suero humano, se encuentra en varios tejidos del cuerpo
humano, tales como higado, rifién, glandulas renales, testiculos, ovarios y
préstata (Waliszewski y Blasco, 2010).

v' Vitamina A: La vitamina A forma parte de una de las lineas de defensa del
organismo ante los radicales libres. EI mecanismo de accion antioxidante
comprende una accion barredora de radicales simple de oxigeno y radical
thioil y podria estar relacionada con los procesos que involucran expresion
genética y diferenciacion celular. (Marquez et al., 2002).
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v Vitamina C: La vitamina C o acido ascérbico (AA) es el principal antioxidante
no enzimatico hidrosoluble presente en el plasma. Las principales funciones
de la vitamina C son neutralizar los radicales libres, reducir el hierro,
regenerar la vitamina E y actuar como cofactor de enzimas a-cetoglutarato
dioxigenasas. Estas enzimas participan en la sintesis de neurotransmisores
(Villagran et al., 2019).

v' Vitamina E: La vitamina E funciona en general como un antioxidante
bioldgico, previniendo la oxidaciéon de los acidos grasos poliinsaturados y de
las proteinas, por lo que es considerada como un importante elemento
protector en el desarrollo de enfermedades relacionadas con los procesos
oxidativos (Marquez et al., 2002).

Ademas de sus destacadas propiedades nutricionales, las semillas de lenteja tienen
una alta capacidad antioxidante en comparacion con otras especies de leguminosas
de grano, dada la presencia de compuestos fendlicos especificos en su composicién
(Liberal et al., 2023).

Fenoles: Se ha demostrado que el dafno oxidativo, causado por el exceso de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, es la causa de muchos trastornos como
el cancer, la diabetes y la inflamacién. Por lo tanto, la propiedad fundamental de los
compuestos fendlicos de los alimentos es la actividad antioxidante, que es
importante para la proteccion de la salud (Swieca y Gawlik-Dziki, 2015).

Los efectos beneficiosos de las legumbres se deben a su excelente valor nutricional,
pero también son una rica fuente de antioxidantes naturales como los compuestos
fendlicos , la vitamina C y los tocoferoles . Los compuestos fendlicos pueden
desempefiar un papel clave al eliminar los agentes reactivos de oxigeno nocivos y
proteger las células del dafio oxidativo relacionado con el envejecimiento y los
trastornos relacionados con la edad. Ademas, estudios in vitro ein vivo han
demostrado que los compuestos fendlicos pueden exhibir propiedades
antiateroscleroticas y antiinflamatorias, y pueden inhibir el crecimiento de lineas
celulares de cancer humano (Duefias et al., 2016).

1.3. Almacenamiento de granos y semillas.
1.3.1. Definicion de almacenamiento.

Se refiere a concentrar la produccion en lugares seleccionados; en tanto que la
conservacion implica proporcionar a los productos almacenados las condiciones
necesarias para que no sufran dafios y asi evitar la disminucion de su calidad y
volumen (Agencia de servicios a la comercializacion y desarrollo de mercado
agropecuario, 2018).

Los granos y semillas demandan cuidados especiales por su valor econémico,
alimenticio, agricola e industrial (Figura 10) por lo que resulta necesario recurrir a
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su almacenamiento y conservacion. (Agencia de servicios a la comercializacion y
desarrollo de mercado agropecuario, 2018).

Figura 10. Alimacenamiento de Granos y semillas.
Fuente: Agencia de servicios a la comercializacion y desarrollo de mercado
agropecuario, 2018

Para analizar, desde el punto de vista técnico, un proceso de conservaciéon hay que
empezar conociendo las caracteristicas del producto que se debe conservar,
especialmente las relacionadas con su evolucion en el tiempo (Marquez y Pozzolo,
2012).

Las propiedades fisico-quimicas explican el comportamiento del grano en
condiciones de almacenamiento, especialmente su conductividad térmica y su
higroscopicidad (Marquez y Pozzolo, 2012).

El principio de un buen almacenamiento y conservacion de granos y semillas es el
empleo de bodegas secas, limpias y libres de plagas; donde se almacenen granos
o semillas secas, enteras, sanas y sin impurezas. Independientemente del tipo de
almacén o de recipiente que se utilice, el producto almacenado debe mantenerse
fresco, seco y protegido de insectos, pajaros, hongos y roedores (Hernandez y
Carballo, 2017).

El grano es un material higroscopico, o sea que ajusta su humedad a la de la
atmosfera que lo rodea en funcién de la temperatura. Esto es la consecuencia de
que una parte del agua en la materia se encuentra ocupando poros capilares.

La humedad y la temperatura son las dos variables que mas afectan la actividad de
los granos y la de los organismos que viven en el granel. A mayor temperatura y
humedad, mayor actividad microbiana. EI manejo del grano humedo es un aspecto
que frecuentemente constituye un problema a la hora de cosechar, y ese problema
puede ser tanto economico como logistico (Blanco-Valdés et al., 2016).

Esta actividad de grano almacenado esta condicionada por su temperatura y su
humedad (Figura 11). En condiciones de poca humedad y baja temperatura el grano
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ralentiza su actividad vital. A medida que aumenta la temperatura y el contenido de
humedad, la actividad vital aumenta por la accién de las enzimas y de la microflora
que impregna las semillas, que aprovechan como alimento las sustancias de
reserva que contiene el grano, lo que se pone de manifiesto con la respiracién y la
germinacion del grano (Marquez y Pozzolo, 2012).
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Figura 11. Condiciones que afectan la latencia de las semillas
en el almacén
Fuente: Sua linda, 2016

Un sistema de secado debe permitir eliminar la humedad excesiva de los granos a
corto plazo y asegurar su conservacion. Por otra parte, el poder contar con un
método de conservacion que logre asegurar y mantener la calidad de los granos es
de gran importancia, pues garantiza satisfacer los abastecimientos de alimentos a
la poblacion y los animales por periodos prolongados, lo cual se ha visto amenazado
por el incremento de la poblacién humana que se observa en los ultimos afos. Por
estas razones, es necesario el desarrollo de tecnologias modernas que permitan
almacenar grandes volumenes de granos y mayor innovacion del potencial
productivo (Blanco-Valdés, et al., 2016).

1.3.2. Métodos de almacenamiento.

v" Almacén en sacos: Los sacos se hacen de yute, henequén, fibras locales y
sintéticas. Son relativamente costosos, tienen poca duracién, su
manipulacién es lenta y no proporcionan buena proteccion contra la
humedad, insectos y roedores. Su rotura ocasiona pérdidas del producto
almacenado y facilita la infestacion por plagas (Hernandez y Carballo, 2017).
Los sacos deben estibarse sobre plataformas de metal, madera o de ladrillos,
evitando con ello el contacto directo con el suelo. Debe dejarse una
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separacion con relacion a las paredes del almacén (Hernandez y Carballo,
2017).

v' Almacén a granel: El almacenamiento a granel es una practica comun. Este
método tiene la ventaja que es mecanizable, aunado a que la manipulacion
de granos y semillas es rapida. Por el contrario, la posibilidad de ataque por
roedores aumenta y hay poca proteccién contra la re infestacion. (Hernandez
y Carballo, 2017).

v' Almacenamiento hermético: Se almacena el producto en recipientes que
evitan la entrada de aire y humedad al producto. En estas condiciones, la
respiracion de la semilla y de los insectos (cuando los hay) agota el oxigeno
existente, provocando la muerte de estos ultimos y la reduccion de la
actividad de la semilla, por lo que el almacenamiento puede durar mucho
tiempo sin que exista deterioro. El nivel de humedad de los granos o semillas
por almacenar debe ser menor del 9% (Hernandez y Carballo, 2017).

1.3.3. Tipo de almacenes.

Existen almacenes rusticos, planos y modernos. Los dos primeros son estructuras
que se utilizan para almacenar el grano o la semilla en cantidades y por periodo de
tiempo relativamente corto, que puede ser desde unos cuantos meses hasta un afo
aproximadamente. Este tipo de almacenes son los que tradicionalmente se utilizan
en el medio rural.

Los almacenes modernos se utilizan cuando se almacenaran grandes volumenes;
cuentan con instalaciones mecanicas que aseguran un adecuado manejo y una
eficiente conservacion de granos y semillas durante su almacenamiento, que por lo
general, dura desde uno hasta varios afios (Hernandez y Carballo, 2017).

Existen diferentes factores que pueden dafiar a los granos y semillas, por ejemplo
los factores bidticos y abiodticos.

1.3.4. Factores biéticos y abiéticos.

Bioticos:

v Plagas/insectos: Existen numerosas especies de palomillas y gorgojos que
atacan alos granos y semillas almacenados, y basta con unos pocos insectos
bajo las condiciones adecuadas (por ejemplo, en grano caliente y humedo)
para producir el calor y la humedad suficientes para que se desarrollen
mayores poblaciones de insectos. Al aumentar la poblacion de insectos se
producira mayor calor y humedad y asi sucesivamente; favoreciéndose el
desarrollo de hongos y bacterias (Hernandez y Carballo, 2017).

v" Hongos: Los hongos producen sustancias llamadas micotoxinas, las cuales
pueden resultar altamente toxicas para organismos de sangre caliente,
incluyendo desde luego el hombre.
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v" Roedores: Los roedores también provocan pérdidas cuantiosas en granos y
semillas almacenados, no soélo porque los consumen en grandes cantidades,
sino también por contaminar con sus pelos y excreciones como heces fecales
y orina (Hernandez y Carballo, 2017).

Factores
bidticos

Figura 12. Microbiologia en granos almacenados.
Fuente: Fajardo et al., 2012

Abidticos: Entre los factores que influyen en la longevidad de la viabilidad de
semillas, se citan el tiempo en almacenamiento y condiciones de almacenamiento
(Sanchez et al., 2011).

v' Temperatura: El microclima que rodea al grano es afectado por la
temperatura del ambiente que lo rodea. Esta temperatura cambia de acuerdo
a los efectos de la radiacion solar. Dependiendo de los materiales de
construccion del almacén, la variacion sera mas o menos pronunciada.
(Factores fisicos que afectan al grano almacenado, 2023).

Las temperaturas bajas mantienen a las semillas vivas por afios. La
viabilidad de las semillas varia con los afios, desde uno hasta mas de 10, y
no la pierden en forma repentina, sino que disminuye progresivamente a lo
largo del tiempo y depende de las condiciones de almacenamiento (Sanchez
etal., 2011).

La germinacion de la semilla es especialmente afectada por la temperatura,
segun Barros et al., (2020) en su estudio de temperaturas oOptimas de
germinacion concluye que un rango entre 30°C-35°C aumenta la velocidad y
tiempo de germinacion de la semilla. Temperaturas de almacenamiento a
mas de 40°C pueden reducir la capacidad de germinacion rapidamente. En
sistemas tradicionales de manejo poscosecha de granos, la temperatura es
a menudo poco controlada afectando a la semilla. Cuando se secan granos
al sol, las temperaturas pueden exceder los 40°C esto puede afectar la
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germinacion de la semilla si esta no se voltea frecuentemente para lograr un
secado uniforme (Factores fisicos que afectan al grano almacenado, 2023).
El proceso de secado de semilla debe ser lento, con temperaturas maximas
de 35 °C. De esta manera se evita el calor excesivo y la salida muy rapida
del agua, lo cual produce dafios al embrién (Araya et al., 2013).

Los microorganismos (hongos) que atacan el grano almacenado se
desarrollan rapidamente a temperaturas mayores de 25°C, con un rango
optimo entre 28 y 32°C si se encuentra humedad disponible. Segun se
desarrollen, la temperatura ira en aumento debido a su metabolismo y
crecimiento, causando la descomposicion del grano. Los hongos mueren
cuando la temperatura del grano esta fuera del margen en que se efectua su
crecimiento. Su muerte es rapida si la temperatura sobrepasa su maximo de
tolerancia y lenta, si esta por debajo de la minima. Es importante mantener
el grano a temperaturas inferiores de las 0ptimas para evitar el desarrollo de
los hongos y que este no se dafe. En almacenes como los silos metalicos
esto se obtiene al colocarlos en ambientes frescos y bajo techo, mientras
menos tiempo permanezca el grano a temperaturas de 6ptimo desarrollo de
hongos mayor y mejor sera su almacenamiento. (Factores fisicos que
afectan al grano almacenado, 2023). La temperatura también tiene un efecto
importante en el desarrollo de insectos. A bajas temperaturas, su desarrollo
y reproduccién es despacio o retardado, su mortalidad es relativamente alta
y su actividad también baja. Si la temperatura sube, la tasa de desarrollo
aumenta, la actividad de los insectos se incrementa, baja la mortalidad y
como consecuencia sus numeros aumentan rapidamente. Todas las
especies de insectos tropicales importantes de almacén se desarrollan en un
rango oOptimo de temperatura entre 25 y 35°C. Temperaturas de
almacenamiento debajo de 20°C reducen su tasa de crecimiento a puntos
tan bajos que a los niveles de dafos son casi insignificantes. Temperaturas
inferiores a 5°C pueden erradicar las poblaciones de la mayoria de insectos,
aunque sorprendentemente algunas especies son resistentes. Pocas
especies pueden resistir temperaturas mayores de 45°C, la mayoria muere
rapidamente en estas condiciones (Factores fisicos que afectan al grano
almacenado, 2023).

Humedad: En la semilla se presentan cambios fisiolégicos o envejecimiento
asociado ala clase de semilla, y su conservacion depende de las condiciones
ambientales de almacenamiento, primordialmente de la temperatura y la
humedad (Sanchez et al., 2011).

Un contenido de humedad del cuatro al seis por ciento es favorable para un
almacenamiento prolongado, o un contenido mayor si se reduce la
temperatura (Sanchez et al., 2011).

Ya que bajo condiciones de alta humedad se favorece el desarrollo de plagas
afectando la calidad del grano y por consiguiente la economia. En algunos
granos la humedad es uno de los factores principales que influyen en el
rendimiento industrial. Los granos se deben guardar limpios, secos (13,5 %
de humedad de recibo) y sin dafio mecanico, con lo cual el riesgo de deterioro
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es minimo. Para esto, se debe considerar el acondicionamiento, el
almacenamiento y el control de calidad de los granos durante esta etapa
(Blanco-Valdés et al., 2016).

En el caso de los cereales un contenido de humedad menor del 14% es
aceptable para el almacenamiento de 1 afio o mas; este contenido en las
leguminosas se reduce a un 12% o menos (Factores fisicos que afectan al
grano almacenado, 2023).

v' Presion de oxigeno: La respiracion de los granos, los insectos y
microorganismos asociados a ellos, involucra el uso de oxigeno. Mientras
menor sea el contenido de oxigeno de un almacén, menor sera la respiracion
del grano y la actividad de los insectos y microorganismos reduciéndose sus
efectos de dano. Por lo anterior deben utilizarse estructuras herméticas como
silos metalicos. En estos casos los niveles de oxigeno pueden reducirse al
sellar completamente la estructura y permitir que la respiracion del grano,
insectos y microorganismos consuma todo el oxigeno disponible. No so6lo se
deben reducir los niveles de oxigeno a concentraciones minimas, sino que
se deben mantener bajos, requiriendo asi de estructuras especiales a prueba
de escapes, pequefias cantidades de semillas pueden ser almacenadas en
pequefos envases sellados si se les da la atencidon debida. Los envases
deben estar hechos de material impermeable al aire y a la humedad. No
deben tener agujeros y deben estar sellados con un material que impida
cualquier movimiento de aire, por ejemplo: cera, cinta especial y otros
(Factores fisicos que afectan al grano almacenado, 2023).

v Estado del grano: En su estado entero, sano y limpio presentan resistencia a
la descomposicidn ocasionada por microorganismos e insectos. Cuando su
capa protectora esta dafada o el grano esta quebrado, se veran mas
susceptible al ataque de estas plagas aunque se almacene bajo condiciones
ambientales favorables. El grano sufre dafio desde que se encuentra en el
campo. El ataque de pajaros, roedores, insectos y microorganismos
comienza a deteriorar su capa protectora haciéndolo mas susceptible al
ataque de plagas de almacén. Algunas practicas de manejo tradicionales
como el "aporreo" en el frijol, el desgrane con maquina mal calibrada o
cualquier presidon mecanica que reciba el grano, también produciran deterioro
haciendo al grano mas susceptible al ataque de plagas durante su
almacenamiento. En general mientras mas entero y sano se almacene un
producto, mayor sera su conservacion (Factores fisicos que afectan al grano
almacenado, 2023).

1.3.5. Medidas para un correcto almacenamiento.

v" Humedad: Debido a lo mencionado anteriormente influye en el metabolismo
del grano.

v' Secado: Los granos y semillas deben secarse en forma artificial o por
exposicion directa al sol hasta que alcanzan niveles de humedad menores
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del 12 %. Si el producto sera usado como semilla, en el secado artificial, debe
cuidarse que la temperatura no dafie al embrién (Hernandez y Carballo,
2017).

Limpieza del producto: Después del desgrane o trilla de la cosecha, se deben
eliminar al maximo los granos quebrados, los residuos de cosecha, polvo y
los restos de tierra e insectos vivos 0 muertos, ya que el grano sucio o dafado
se deteriora mas rapido en el almacén y facilita el calentamiento y el
desarrollo de plagas y enfermedades (Hernandez y Carballo, 2017).
Proteccidén de granos y semillas: De preferencia el almacenamiento debe
efectuarse en envases que eviten el ataque de organismos. Se recomienda
el tratamiento con agroquimicos, siempre y cuando no exista riesgo de dafio
a la salud, en los casos en que el producto almacenado se use en la
alimentacion (Hernandez y Carballo, 2017).

Tipo de almacén: El almacén debe ser seco, fresco, sin goteras y que
reduzca el intercambio de humedad entre el producto almacenado y el
ambiente; debe evitar los cambios bruscos de temperatura (Hernandez y
Carballo, 2017).

Limpieza y desinfeccién del almacén: Los locales deben limpiarse en sus
paredes, techos y piso, procurando eliminar el polvo, basura, productos
almacenados infestados, paja, insectos y toda fuente de contaminacién. Se
sugiere reparar grietas de las paredes, techos y puertas del almacén, ya que
sirven de refugio a las plagas o como puntos de entrada de la humedad.
Inspecciones: Al menos cada mes deben inspeccionarse los productos
almacenados, para detectar con toda oportunidad la presencia de insectos,
hongos y roedores. Se recomienda ademas medir la humedad y la
temperatura durante dichas inspecciones, ya que el aumento de alguna de
ellas o de ambas indica que el producto almacenado tiene riesgos de
deterioro (Hernandez y Carballo, 2017).

1.4. Deterioro de semillas.

En México cada afo se pierde casi un 30 por ciento de los granos y semillas que se
cosechan, debido a su inapropiado almacenamiento (El informador, 2017).

Es importante no olvidar que el grano o la semilla son seres vivientes que respiran
oxigeno del ambiente y producen como resultado biéxido de carbono, agua y
energia que se traduce en calor; consecuentemente, en la medida en que se acelere
el proceso de la respiracion, lo hara también el deterioro del grano o la semilla.

Es importante saber diferenciar entre un grano y una semilla, ya que, no puede ser
la misma cosa.

v Grano: Se utiliza el término de grano cuando se destinan para la alimentacién

humana y animal, o como materia prima para la industria.
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v' Semilla: El término de semilla se utiliza para indicar su uso en la siembra,
reproduccion y multiplicacion de la especie o variedad (Hernandez y Carballo,
2017).

En las regiones tropicales, donde el clima es cdalido y humedo, se acelera la
respiracién de los granos y semillas y se favorece el desarrollo de insectos y hongos;
sucediendo lo contrario en las regiones de clima frio y seco (Pérez, et al., 2008).

El tiempo que las semillas permanecen viables después de la cosecha usualmente
es variable. La viabilidad final va a ser el resultado de la viabilidad inicial en la
cosecha dada por factores de la produccion y manejo y por la tasa con que se
efectue el deterioro. La especie y los factores ambientales de almacenamiento como
temperatura y humedad, influencian el deterioro o envejecimiento de la semilla
(PiAuela, 2001). Si se guardan de manera inadecuada, los granos y semillas
registran modificaciones porque empiezan a absorber agua, pero no en cantidades
suficientes para germinar, sélo para activar su metabolismo, lo que genera mayor
dureza (El informador, 2017). EI componente mas importante en el deterioro del
grano es la pérdida de materia seca, los hongos aceleran la respiracion aerébica
del grano consumiendo consumiendo carbohidratos, grasas y proteinas, esta
pérdida de materia seca esta relacionada con las condiciones de temperatura y
humedad, ya que, a mayor temperatura y humedad mayor sera la pérdida de
materia seca (Brenis, 2019).

Durante el almacenamiento, los mecanismos de deterioro de la semilla disminuyen
la germinacion, la velocidad de crecimiento de la plantula y la tolerancia a
condiciones adversas. Otros sintomas de la semilla deteriorada incluyen:
crecimiento anormal, dafios en estructuras principales de las plantulas, pérdida de
compuestos solubles debido a excesiva permeabilidad de la membrana, reduccién
de la actividad enzimatica, dafo oxidativo al ADN y a las proteinas y produccién de
sustancias toxicas como acidos grasos libres. La generacién de radicales libres y la
peroxidacion de lipidos dana la integridad fisica de las membranas que, a su vez,
causa pérdida de compartimentacion celular y la expulsién de solutos (Pérez, et al.,
2008).

El deterioro de la semilla esta asociado con cambios en su metabolismo; por
ejemplo, la disminucion de carbohidratos que ocurre con la edad de la semilla podria
resultar en insuficiencia de sustratos respiratorios para la germinacién o en la
incapacidad para usarlos; asi, un signo del deterioro de la semilla es una
disminucion significativa de su tasa respiratoria. La relacion entre la actividad
respiratoria de una semilla durante las primeras horas de germinacion y su estado
de deterioro es dificil de establecer, pero se aprecia mas claramente después de la
emergencia de la radicula (Pérez, et al., 2008).

El fin de todas las semillas es la germinacion proceso en el que se transforma el
embrion contenido en ellas en una nueva planta. Para que esto ocurra la semilla
debe encontrarse en presencia de los siguientes factores: temperatura adecuada,
humedad, medio ambiente gaseoso (oxigeno para la respiracién) y en algunos
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casos luz. El control de contenido de humedad en las semillas es un aspecto
importante de su manejo (Pifiuela, 2001). La respiracion de la semilla provee
energia requerida para la germinacion y su intensidad depende de la funcionalidad
de las mitocondrias. Por tanto, las semillas vigorosas requieren mayor aporte
energético que las no vigorosas (Pérez et al., 2008).

Una causa de la pérdida de germinacion en lotes almacenados durante varios afios,
es el consumo de reservas de la semilla. Durante el envejecimiento natural de las
semillas se reduce el contenido total de reservas, como carbohidratos y proteinas,
que es una causa importante de los efectos en el crecimiento y desarrollo de la
nueva plantula al avanzar el deterioro de la semilla (Grupo SACSA, 2016). Al
permanecer el grano en condiciones inadecuadas para su conservacion, provoca
dafos en la integridad del mismo dafando cada vez mas las membranas celulares,
exponiendo y aumentando la pérdida de macromoléculas y compuestos que a su
vez se degradan por accion enzimatica, ya sea del grano o de hongos provocando
la aceleracién en su deterioro (Brenis, 2019).

El deterioro de la semilla esta asociado con cambios en su metabolismo; por
ejemplo, la disminucion de carbohidratos que ocurre con la edad de la semilla podria
resultar en insuficiencia de sustratos respiratorios para la germinacion o en la
incapacidad para usarlos; asi, un signo del deterioro de la semilla es una
disminucion significativa de su tasa respiratoria. La relacion entre la actividad
respiratoria de una semilla durante las primeras horas de germinacion y su estado
de deterioro es dificil de establecer, pero se aprecia mas claramente después de la
emergencia de la radicula (Pérez, et al., 2008). Otros sintomas de la semilla
deteriorada incluyen: El crecimiento anormal, dafios en estructuras principales de
las plantulas, pérdida de compuestos solubles debido a excesiva permeabilidad de
la membrana, reduccién de la actividad enzimatica, dafio oxidativo al ADN vy
a las proteinas y produccidn de sustancias toxicas como acidos grasos
libres (Basavarajappa et al., 1991). La generacion de radicales libres y la
peroxidacion de lipidos dafia la integridad fisica de las membranas que, a su vez,
causa pérdida de compartimentacion celular y la expulsién de solutos. Por lo que,
el deterioro de una semilla se puede entender como una serie de cambios
en el tiempo, que afectan funciones vitales y su desempeio, hasta causar su
muerte (De la Cruz, 2018).

1.4.1. Estrés oxidativo de los granos y semillas.

Durante el almacenamiento en condiciones inadecuadas (humedad relativa mayor
a 60% y temperaturas por arriba de 25°C), los granos y semillas sufren deterioro a
nivel bioquimico, el cual se manifiesta en la pérdida de vigor y potencial germinativo
de las semillas y en el caso de los granos se ve mermada su calidad nutrimental y
propiedades funcionales, lo que provoca una disminucion en su valor econémico
(Jiménez-Vera y Martinez-Manrique, 2017).

28



Q

Los sintomas de la semilla deteriorada incluyen: crecimiento anormal, dafios en las
estructuras principales de las plantulas, pérdida de compuestos solubles (debido a
dafo en la membrana), reduccién de la actividad enzimatica, dafio oxidativo al ADN
y proteinas, y produccion de sustancias toxicas (Jiménez-Vera y Martinez-
Manrique, 2017).

Estos dafios pueden ser provocados porque la semilla sufre estrés oxidativo, el cual
es un desequilibrio entre la produccion de radicales libres y el sistema de defensa
antioxidante. Los radicales libres que se forman por el estrés oxidativo pueden ser
el peréxido de hidréogeno (H,0,), radical superoxido (0,) y radical hidroxilo (—OH),
que son formas toxicas que oxidan los acidos grasos y los convierten en
hidroperéxidos (ROOH), mientras que algunas enzimas de defensa (Figura 11) son
la peroxidasa, la catalasa y la superéxido dismutasa (Jiménez-Vera y Martinez-
Manrique, 2017).

CATALASA PEROXIDASA SUPEDOXIDO DISMUTASA

Figura 13. Enzimas de defensa
Fuente: Andronov, 2010

Los lipidos de las membranas celulares se oxidan mas facilmente pues contienen
abundantes acidos grasos insaturados. Ademas, la estructura y funcionamiento de
la membrana se modifica cuando el dafio oxidativo se extiende a sus proteinas, lo
que genera cambios en su permeabilidad, pérdida de fluidez e integridad. La falta
de integridad de las membranas celulares de las semillas también se atribuye a la
menor actividad de la enzima peroxidasa. La peroxidacion lipidica dana las semillas
en tres formas: destruccion de lipidos membranales, oxidacion de radicales libres y
formacion de aldehidos citotoxicos que pueden inactivar proteinas. Como
consecuencia la semilla se deteriora y pierde capacidad germinativa y vigor
(Jiménez-Vera y Martinez, Manrique, 2017).

La respiracion durante el almacenamiento podria reducir el valor nutricional de las
semillas de lenteja al consumir nutrientes, como proteinas, lipidos vy
carbohidratos. Ademas, la respiracién intensiva aceleraria la oxidacion y el deterioro
interno de las semillas de lenteja, provocando la peroxidacion de lipidos y
proteinas. En consecuencia, el grado de insaturacion del perfil de lipidos y
aminoacidos se veria afectado negativamente (Wang et al., 2019).
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Por ultimo, pero no menos importante, algunos productos de degradacion de lipidos
y proteinas en las semillas de lenteja pueden desencadenar inflamacion e incluso
causar cancer en el cuerpo humano. Por ejemplo, el malondialdehido (MDA), que
es un inductor de cancer, aumenté mas del doble en las semillas de trigo después
de un almacenamiento de 300 dias. Por lo tanto, para reducir la pérdida de calidad
en el almacenamiento a largo plazo, es esencial comprender el metabolismo celular
de las semillas de lenteja y aliviar el deterioro interno (Wang et al., 2019).

Los sistemas de captacion enzimaticos y no enzimaticos son responsables de
eliminar los radicales libres y aliviar el deterioro interno. El sistema de barrido
enzimatico, que consta de antioxidasas, como la catalasa (CAT), la superéxido
dismutasa (SOD) y la peroxidasa (POD), podria catalizar la conversion de oxidantes
en composiciones no oxidantes. Ademas, en el sistema de captacion no enzimatico,
el ciclo de glutation-ascorbato impulsado por NADPH podria reaccionar
directamente con los oxidantes (Wang et al., 2019).

Por lo tanto, el deterioro interno del grano almacenado podria explicarse de dos
formas posibles.

1) Los radicales libres acumulados exceden los rangos de eliminacion de dos
sistemas, aunque estos dos sistemas de eliminacién funcionan
correctamente.

2) Las semillas estan expuestas al estrés oxidativo durante el almacenamiento
debido al mal funcionamiento de los sistemas de eliminacion, tal como lo
menciona Wang et al., 2019 en su estudio con semillas de arroz.

1.4.2. Radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ERO).

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especies
quimicas, cargadas o no, que en su estructura atébmica presentan un electrén
desapareado en su ultimo orbital, dandole una configuracion espacial muy inestable,
situacién que los hace altamente reactivos, tienen una vida media corta, por lo que
actuan rapidamente en el sitio en que se forman (Ortiz y Medina, 2020).

Las ERO comprenden tanto radicales libres como moléculas neutras y su
generacién en el organismo inicia con la reduccién parcial del oxigeno molecular a
través de la transferencia de un electron durante la ruta de la fosforilacion oxidativa,
generando el anién radical superoxido (O2-), que en un ambiente biolégico, es
transformado enzimaticamente a perdoxido de hidrégeno, a partir de la enzima
superéxido dismutasa posteriormente, considerando la presencia de metales en el
organismo como el Fe?* y Cu* a través de la reaccion de Fenton con la participacion
del perdxido de hidrogeno se podria formar el radical hidroxilo (OH) (Ortiz y Medina,
2020)

Si bien las ERO son importantes en procesos celulares para el adecuado desarrollo
del organismo vivo, es necesario mantenerlas en concentraciones normales. El
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cuerpo humano posee mecanismos naturales o endogenos para mantener
concentraciones normales de ERO, algunos de ellos son: las enzimas antioxidantes
como la superdxido dismutasa, catalasa, y glutation peroxidasa, ademas de
atrapadores de radicales libres como el glutation reducido, el B-caroteno y la
vitamina C. (Ortiz y Medina, 2020)

Cuando se genera un incremento en la concentracion de las especies reactivas de
oxigeno debido a un incremento exagerado en la produccion de ERO o debido a la
disminucion o inhibicion de los mecanismos antioxidantes enddégenos, decimos que
el cuerpo entra en estado de estrés oxidativo. (Ortiz y Medina, 2020).

Generalmente todos los factores ambientales generan estrés oxidativo en las
plantas, lo que pueden dafiar los componentes de las células e inactivar sus
funciones. Las plantas continuamente producen ERO en sus diferentes organelos
celulares y estas son continuamente removidas por un complejo sistema
antioxidante, en el que participan enzimas, proteinas y otros metabolitos que
permiten mantener la homeostasis celular. La produccion de ERO se ha establecido
como uno de los primeros eventos de sefalizacion implicadas en la respuesta de la
planta al estrés bidtico (Ortiz y Medina, 2020).

Las especies reactivas de oxigeno degradan los lipidos poliinsaturados y forman
malondialdehido. Este compuesto es un aldehido reactivo y es una de las muchas
especies de electroéfilos reactivos que causan estrés toxico en las células y forman
aductos proteicos covalentes denominados productos finales de lipoxidaciéon
avanzada (ALE), en analogia con los productos finales de glicacion avanzada. La
produccion de este aldehido se utiliza como biomarcador para medir el nivel de
estrés oxidativo en un organismo. (Malondialdehido, 2023).

1.4.3. Especies reactivas de nitrogeno (RNS).

El 6xido nitrico (« NO) es un radical libre y, entre sus derivados RNS, se pueden
distinguir los que proceden de la reaccion del « NO con otras moléculas inorganicas
como nitrato (NO 3 - ), nitrito (NO 2 - ), nitrégeno diéxido de carbono (¢ NO 2),
peroxinitrito (ONOO - ). (Corpas, et al., 2021).

Debe considerarse que el estrés de la planta suele sufrir junto con un estrés nitro-
oxidativo ya que el metabolismo tanto de ROS como de RNS estan estrechamente
relacionados, por lo que deben considerarse en conjunto. (Corpas, et al., 2021).

En la actualidad, se ha demostrado que todos estos RNS estan involucrados directa
o indirectamente en casi todos los procesos fisiologicos de las plantas superiores,
desde la germinacion de semillas hasta la maduracion de frutos, pero también en el
mecanismo de respuesta frente a estreses abidticos. (Corpas, et al., 2021).
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Lipidos: Las ROS reaccionan con los lipidos y se produce un conjunto complejo de
reacciones aguas abajo a través de un mecanismo de reaccion por radicales. Hay
varias etapas discretas en este proceso: iniciacion radical, donde un ROS extrae un
atomo de H, generalmente de un acido graso poliinsaturado (PUFA), para producir
un radical centrado en el carbono; propagacion de radicales, donde el radical
centrado en el carbono reacciona con el oxigeno molecular para formar un radical
peroxilo lipidico; y terminacion radical, donde dos radicales reaccionan para formar
un producto no radical. Los PUFA son mas susceptibles al ataque de ROS porque
las energias de los enlaces CH son mas bajas si se intercalan entre instauraciones
en carbonos vecinos. (Bahja, et al., 2022).

La gran cantidad de estructuras lipidicas diferentes que se encuentran en los
sistemas celulares significa que las reacciones de radicales inducidas por ROS
producen muchos productos derivados de lipidos diferentes. Algunos de los mas
conocidos y téxicos son los electréfilos derivados de lipidos (LDEs), el
malondialdehido (MDA) (Figura 8) y el 4-hidroxinonenal (4-HNE). MDA, un
dialdehido, puede entrecruzar grupos amina a través de dos aductos de base de
Schiff en una molécula de ADN o proteina, o entre dos lipidosmacromoléculas con
grupos funcionales amina (Bahja, et al., 2022).

Figura 14. Estructura del malondialdehido.
Fuente: Ibreakstock, 2020.

Proteinas: El metabolismo celular aerdbico, al utilizar dioxigeno como ultimo
aceptor de electrones en la cadena respiratoria causa inevitablemente la produccién
de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO’s) que oxidan cualquier macromolécula a
su alcance (DNA, lipidos y proteinas). Las proteinas sufren varios tipos de
oxidacion; una de ellas, la formacién de grupos carbonilo, ha sido utilizada
metodoldgicamente para evaluar el grado de dafio oxidativo en diferentes sistemas
bioldgicos (Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez, 2005).

El dafio oxidativo a las proteinas tiene una quimica muy compleja. Sistemas
generadores de radicales libres como el compuesto por Cl,Fe acido ascoérbico, el de
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xantina / xantina oxidasa y el H,0,, producen la aparicién de numerosos grupos
carbonilo y otras alteraciones en diferentes proteinas. Los mecanismos operantes
en cada sistema pudieran ser diferentes y también pueden variar en dependencia
de la proteina afectada. El dafio oxidativo de las proteinas tiene vinculos con el que
se produce en otras biomoléculas (Vicedo y Vicedo, 2000).

En general, cualquier factor que ocasione estrés oxidativo puede causar oxidacion
proteica, por ejemplo, la disminucion en la eficiencia de los sistemas antioxidantes
de defensa, el aumento en la produccién de ERO’s, una disminucion en la
capacidad de reciclar las proteinas oxidadas o un aumento en la susceptibilidad de
las proteinas para ser oxidadas (Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez, 2005).

Muchos estreses estan asociados con una generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y su sobreproducciéon descontrolada generalmente genera estrés
oxidativo (Corpas, et al., 2021).

La oxidacion de proteinas también puede ser clasificada en reversible o irreversible
como se resume en la Tabla |. La oxidacion reversible constituye, en ocasiones, una
forma de activar o desactivar proteinas que tienen una funcién en la regulacion
redox, como en el caso de la formacion de puentes disulfuro entre grupos tioles de
cisteinas cercanas dentro de la conformacién tridimensional de una proteina. Otras
formas de oxidacion reversible son la glutationilacion y la S-nitrosilacion (Diaz-
Acosta y Membrillo-Hernandez, 2005).

La oxidacion irreversible de proteinas se da por medio de cuatro mecanismos: la
carbonilacion, la ruptura de enlaces peptidicos, la nitracion y la formacién de enlaces
proteina-proteina. Estas oxidaciones son ocasionadas por reaccion de proteinas
con EROs, algunos de los cuales son radicales libres generados por radiaciéon
ionizante y por oxidacion catalizada por un metal (OCM) (Diaz-Acosta y Membrillo-
Hernandez, 2005)

v Carbonilacién: Se lleva a cabo quimicamente por cuatro rutas principales. La
primera es la oxidacién directa de prolina, lisina, arginina y treonina por
reaccion con EROs. La segunda ruta de formacion de grupos carbonilo
involucra la ruptura de la cadena polipeptidica por medio de la ruta de a-
amidacion o por la oxidacion de residuos de acido glutamico lo cual conlleva
a la formacion de péptidos en los cuales el aminoacido N-terminal esta
bloqueado por un derivado a-cetoacilo. Las dos rutas de oxidacion restantes
implican reacciones secundarias con moléculas que presentan grupos
carbonilo reactivos formados previamente por reaccion directa de
biomoléculas con EROs; por ejemplo, por reaccién de Michael del grupo
amino de lisina, la entidad imidazol de histidina o el grupo sulfidril de cisteina
con malondialdehido 4-hidroxi-2- nonenal y 2-propenal (ambos productos de
la peroxidacién lipidica) y por reaccién de cetoaminas, cetoaldehidos vy
deoxiosonas, que son productos de la reaccidn de azucares reductores o sus
productos de oxidacion, con el grupo amino de residuos de lisina (glicacion y
glicoxidacion, respectivamente) (Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez, 2005).
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Esto se reconoce por un aumento en los niveles de biomoléculas oxidadas que
incluyen proteinas, acidos grasos y acidos nucleicos que son la carbonilacion de
proteinas, la peroxidacion de lipidoso la 8-oxoguanina, algunos de los
biomarcadores reconocidos de estos dafos oxidativos, respectivamente (Corpas, et
al., 2021).

Con base en la informacion presentada anteriormente, el objetivo del presente
trabajo es la determinacion y comprobacion de los dafios causados en las semillas
de lenteja (Lens culinaris) provocados por un almacenamiento inadecuado. Es de
suma importancia hacer consciencia en el sector agricola y en las industrias de
alimentos este tema, ya que, los granos y las semillas son la principal fuente de
alimento de los paises en desarrollo o con condiciones de pobreza, asi mismo por
las pérdidas econdmicas que se generan en estas materias primas que sirven como
fuente de alimento, mismo que es causado por la disminucion en la germinacion de
dichos granos y su contenido nutrimental y funcional.
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2.1. OBJETIVOS.

2.1.1. Objetivo general.

Evaluar el efecto del deterioro de lenteja (Lens culinaris) provocado por un
almacenamiento inadecuado (40°C, 75% HR) sobre su composicidon quimica,
calidad nutrimental, factores funcionales y generacion de estrés oxidativo para ver
si estos parametros son afectados por el deterioro.

2.1.2. Objetivos particulares.

Objetivo particular 1.

Evaluar el efecto del deterioro de lenteja durante diferentes tiempos de
almacenamiento a condiciones de 75% Humedad Relativa y 40°C de temperatura,
mediante pruebas de germinacion, conductividad eléctrica para determinar el efecto
de dafo provocado por un almacenamiento inadecuado y su posterior analisis
quimico proximal (humedad, cenizas, proteinas, grasa, fibra, carbohidratos).

Objetivo particular 2.

Determinar si existe una relacidn entre el deterioro de la semilla de lenteja sobre su
calidad nutrimental mediante pruebas de digestibilidad in vitro, triptéfano, almidén
total, almiddn digerible, taninos, acido fitico e inhibidores de tripsina para analizar el
dafo ejercido en la semilla por un deterioro acelerado.

Objetivo particular 3.

Determinar el efecto del deterioro de lenteja, sobre sus factores funcionales
mediante pruebas de fibra dietética, almidén resistente, capacidad antioxidante y
fenoles para evaluar la relacion entre un envejecimiento acelerado y la funcionalidad
de la semilla.

Objetivo particular 4.

Evaluar el efecto del deterioro en la lenteja provocado por un almacenamiento
inadecuado midiendo la cantidad de carbonilos, malondialdehido (MDA) y su
sistema enzimatico de defensa (peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa), para
determinar la relacién con la generacion de estrés oxidativo.
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2.1.3. Cuadro metodolégico.
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Figura 15. Cuadro metodolégico para deterioro de semilla de lenteja.
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2.2. Metodologia.

2.2.1. Material biolégico.

En el presente trabajo se empled |la especie de lenteja (Lens culinaris) variedad
verdina, cosecha 2019 del Estado de Michoacan.

Figura 16.Preparacion del material biolégico.

Estas semillas de lenteja se someten a un deterioro acelerado colocandolas en
recipientes herméticos (Figura 16), que en la parte inferior contenen una solucion
saturada de NaCl (78.4 g de sal de grano en 200 mL de agua desionizada) y en la
parte superior se colocan las semillas sobre una charola perforada para evitar el
contacto con la solucion. Posteriormente se mantuvienen a una temperatura de
40°C y 75% HR durante diferentes periodos de tiempo (9, 18, 27, 36, 45 y 56 dias)
(Figura 17).

Figura 17. Muestras de lenteja (Lens culinaris) con diferentes tiempos de
deterioro
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2.3. Parametros de deterioro.

2.3.1. Ensayos de germinacion.

Colocar 50 semillas de lenteja desinfectadas con cloro al 1% sobre un sustrato
(papel filtro) previamente humedecido con agua desionizada, finalmente se colocan
en cajas petri (Figura 18) las cuales se mantienen a 25°C durante 72 horas. Al
término de este tiempo, se cuentan las semillas germinadas y los resultados se
expresan como porcentaje de germinacion.

Figura 18. Germinacion de lenteja deteriorada en cajas
Petri.

2.4. Analisis bioquimico.

2.4.1. Escape de electrolitos.

Fundamento:

La prueba de conductividad eléctrica permite estimar la integridad de la membrana
celular. La pérdida de la integridad de las membranas y la subsiguiente pérdida de
solutos citoplasmaticos con propiedades electroliticas son indicativas del rapido
deterioro de las semillas (Tajbakhsh, 2000).

Procedimiento:

Se realiza la determinacion de la conductividad del agua de remojo de las semillas
mediante un conductimetro (HI 3291 ATC Conductivity Probe Connect 1) (Figura
19) con la técnica de Stewart y Bewley, (1980).

Se colocan 1.8 g de semillas de lenteja (Lens culinaris) en 20 mL de agua
desionizada y se incuban por 24 horas a una temperatura de 25°C. Después de 24
horas se procede a realizar la lectura unicamente del agua obtenida del remojo de
lentejas con ayuda del conductimetro mencionado anteriormente el cual expresa los
resultados en micro-siems (us).
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Figura 19. Material para prueba de conductividad eléctrica

2.5. Analisis quimico proximal.

Se realizdé un analisis quimico proximal a las semillas, tanto control como las de
diferentes dias de deterioro (0, 9, 18, 27, 36, 45y 56) (A.O.A.C, 2005).

2.5.1. Determinacion de humedad.

Técnica: Secado por estufa (920.53)

Fundamento:

La determinacion de secado en estufa se basa en la pérdida de peso de la muestra
por evaporacion del agua. Para esto se requiere que la muestra sea térmicamente
estable y que no contenga una cantidad significativa de compuestos volatiles. El
resultado se expresé como porcentaje de humedad (Nielsen, 2009).

Procedimiento:

v' Pesar una muestra de 3 g de muestra en tres cajas de aluminio a peso
constante.

v' Las muestras se meten a la estufa (Figura 20) durante 1 hora a una
temperatura de 130°C.

v Colocar en un desecador las cajas de aluminio y posteriormente dejar enfriar
por 10 minutos

v' Posteriormente se pesan las cajas en una balanza analitica y repetir la
operacion hasta llegar a peso constante (aproximadamente 2 horas).
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Ecuacion 1.

Wy, — Ws)
%H =2T13x100

Nomenclatura:

W1=Peso de la muestra (g)
W2= Peso de la muestra humeda (g)
W3=Peso de la muestra seca (g)

Figura 20.Estufa ARSA® AR-290D usada para la
determinacién de humedad de las lentejas

2.5.2. Determinacion de cenizas.

Técnica: Método de Klemm “Cenizas totales” (923.03)

Fundamento:

Se basa en la descomposicion de la materia organica por incineracion. En este
meétodo toda la materia organica se oxida en ausencia de flama a una temperatura
entre 550-600°C; el material inorganico que no se volatiliza a esta temperatura se
conoce como ceniza. El residuo de incineracién es calculado mediante la
diferencia de peso (Hart, 1991).

Procedimiento:

v
v

v

Se colocan 3g de muestra en un crisol puesto a peso constante.

El crisol se expone a fuego directo (Figura 21) y se deja calcinar la muestra
hasta que no salga humo y el color de la ceniza sea negro.

Se coloca en la mufla de 550 a 600°C durante 1 hora y después se deja
enfriar 10 minutos en un desecador y posteriormente se pesa.

Se repite,este ultimo paso hasta llegar a peso constante, y se realizan los

siguientes calculos con la ecuacion 2.
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Ecuacion 2.

W5 —W,)
%C =3T12x100

Nomenclatura:

W1=Peso de la muestra (g)
W2= Peso del crisol sin muestra (g)
W3=Peso del crisol con las cenizas (g)

Figura 21.Incineracidon de muestras por método
Kleem.

2.5.3. Determinacion de proteinas.

Técnica: Método de Micro- Kjeldahl (954.01)
Fundamento:

Este método Micro Kjeldahl es una técnica empleada para la determinacion de
nitrégeno total. Donde en una combustion humeda con H,S0O, y en presencia de un
catalizador metalico se transforman las sustancias nitrogenadas en sulfato
de amonio valorable con desprendimiento de CO, y formacion de agua
(digestion), para después realizar una destilacion para obtener el NH; libre a
partir de NH,SO, agregando NaOH 40%. El destilado se recibié en una solucion
de HBO; al 40% quedando atrapado el NHj para finalmente titular el exceso de
acido con HCI 0.1N (Nielsen, 2009).
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v' Se pesan 0.1g de muestra y se colocan en un matraz Micro-kjeldahl, con 1.5g
de K,S0,, 0.2g de CuSO,con 2 mL de H,SO,.

v' Se colocaron las muestras en una parrilla eléctrica para que se llevara
a cabo la digestion, durante 1 hora (Figura 22a). Finalizado el tiempo se
dejaron enfriar

v’ Se agrego la solucion en un destilador (Figura 22b) y enseguida se
vacié el NaOH40%.

v La destilacién fue dirigida hacia un matraz Erlenmeyer con 50 mLde HBO; al
40% en conjunto con indicador fenolftaleina, se dejé hasta que llegd a 100
mL y se retird

v Posteriormente se titul6 con HCl 0.1N (Figura 22c) (los mililitros gastados
durante la titulacién se utilizaron en la ecuacion).

Procedimiento:

Ecuacion 3.

(V; = V1) * (N) * (0.014) 10

%N = W

0

Ecuacion 4.
%P = (Factor) * (% Nitrogeno total)
Nomenclatura:

W= Peso de la muestra (g).

V1= Volumen (mL) de la solucion de HCI requerido para la prueba en blanco.
V2= Volumen (mL) de la solucion de HCI requerido para la muestra problema.
N= Normalidad del HCI.

*F= 6.25 para lenteja (ver anexo 1).

Figura 22.a) Etapa de digestion de proteinas, b) Etapa de destilacion de
proteinas y c) Etapa de titulacion de proteinas.
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2.5.4. Determinacioén de grasa

Técnica: Método de Soxhlet (920.39)
Fundamento:

El método soxhlet consiste en una extraccion continia con un disolvente organico
(hexano), el disolvente es calentado, se volatiliza y condensa goteando sobre la
muestra la cual queda sumergida en el disolvente. Finalmente el contenido de grasa
se cuantifica por diferencia de peso. El resultado se expresa como porcentaje de
grasa extraible (Nielsen, 2009).

Procedimiento:

v Se coloca la muestra en pafiuelos de forma que envolviera la muestra seca
(obtenida de la determinacion de humedad).

v/ La muestra envuelta se coloca en cartuchos de celulosa y se montan el

equipo de destilaciéon (Figura 23) con un matraz bola a peso constante, se

puso a reflujo durante 2 horas.

Una vez pasado el tiempo se retira el hexano y el cartucho de celulosa.

Se espera a que termine de evaporarse el hexano y queda la grasa libre.

Se retira el matraz, se coloco en una estufa a 110°C por media hora, se dejar

enfriar y se posteriormente pesar.

AN

Ecuacion 5.

w, —w.
%Grasa = (ZW—?’)wa
1

Nomenclatura:

W1=Peso de la muestra antes de la desecacion (g)
W2= Peso del matraz sin muestra (g)
W3=Peso del matraz con grasa (Q)

Figura 23.Determinacion de grasa para lenteja
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2.5.5. Fibra cruda.

Técnica: Wendee (989.03)

Fundamento:

Es la digestion acida y alcalina de la muestra obteniéndose un residuo de
fibora cruda y sales que con calcinacidn posterior se obtiene la fibra
cruda. Su determinacion se basa en la simulacién de la digestion en el organismo
por tratamientos acidos y alcalinos, separando los constituyentes solubles de los
insolubles. La naturaleza quimica de la fibra cruda, aun cuando no esta bien
establecida, se considera constituida por celulosa, hemicelulosa y lignina (Nielsen,

2009).

Procedimiento:

v
v
v

AN

Se pesa 0.5 g de muestra seca y libre de grasa.

Después se coloca la muestra en un vaso de precipitados de 600 mL.

Se adicionan 200 mL de H,SO, al 1.25 %, para después colocarlo en una
parrilla, bajo un extractor de gases. Se deja hervir durante 20 minutos.

Se agregan 200 mL de NaOHal 2.5% y dejar calentandose por 30 minutos.
Con ayuda de un papel filtro en un embudo Buchner se llevan las muestras
a filtrado, posteriormente este papel se sec6d y peséd (Figura 24).

Se realizan lavados sucesivos con: agua caliente, hasta eliminar el
alcali (utilizando papel pH para confirmarlo)

Dejar secar a 110°C hasta peso constante (2 horas aproximadamente) para
posteriormente pesar.

Se pasa el papel filtro a un crisol de porcelana que se encontraba a peso
constante e incinerar en la mufla a 500°C.

Se deja enfriar para después pesarlo. El resultado de la pérdida de
peso es el resultado de la fibra cruda.

Ecuacion 6.

W, —W,) — (W, — W.
%Fcrudaz( 2 1)W( 4 3))(100
5

Nomenclatura:

W1=Peso del papel filtro (g)

W2= Peso del papel filtro con residuos secos (fibra) (g)

W3= Peso del crisol vacio (g)

W4= Peso del crisol después de la incineracion (cenizas) (g)
W5= Peso de la muestra (g)
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Figura 24.Filtracion de muestra con embudo Buchner.

1.1.1 Determinacion de Carbohidratos

El contenido de carbohidratos se realiza por diferencia con base en la siguiente
formula.

Ecuacion 7.

%CHOS = 100% — (Proteinas + Humedad + Grasa + Cenizas)

2.6. Calidad nutrimental.

2.6.1. Triptéfano (cuantificacion).

Fundamento:

Se basa en una hidrdlisis enzimatica, se libera el triptofano del enlace peptidico.
Este aminoacido se cuantifica en proteinas puras o péptidas, mediante técnicas
colorimétricas en el cual se desarrollara color con p-dimetilaminobenzaldehido
(DMAB) y nitrito de sodio como contraste. La lectura se realiza mediante
espectrofotometria (Figura 25) a A= 590nm (Rama et al.,1974).

Procedimiento:

v
v

v
v
v

Se pesa 1g de muestra.

Se agrega 10 mL de pepsina y se dejé incubar durante 3 horas a temperatura
ambiente.

Se adicionan 10 mL de NaOH y Pancreatina, se incubd por 24 horas.

Aforar a 50 mL con agua destilada y se filtrar.

Se adicionan 7.5 mL de HCL concentrado y DMAB, asi como NaNO,.
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v Finalmente se coloca en un espectrofotometro y se realiza la lectura a A=590
nm.
Calculo:
Realizando una curva patron de 0 a 100 mg de triptéfano obteniendo la ecuacion de
la recta, donde “b” es la ordenada al origen y “m” la pendiente para asi determinar
el contenido de triptéfano de las muestras.

Ecuacion 8.
y=mxztb

De la ecuacion 8 se realiza el despeje de la variable “x

Ecuacion 9.
y—>b
xX=—
m
Sustituyendo en ecuacion 9.
Ecuacion 10.
y — (—0.034)
= 108mg M9y

Tomando el valor de “x” se realiza el calculo para obtener el contenido de triptéfano
en gramos por 100 gramos de muestra.

Ecuacion 11.

(x mg Try) (25 mL
1mL 0.5g

xmgTry

)(100) =

100g muestra

Realizar la conversion de unidades para obtener el resultado en gramos de
triptéfano por cada 100 gramos de proteina.

Ecuacion 12.

xgTry 100g muestra xgTry
( ) g protetna ) 10 = ,
100g muestra/ \ x g proteina 100g de proteina

Nomenclatura:

x= Contenido de triptéfano (mg de Try)
y= Absorbancia de la muestra a 590 nm
b=-0.034

m= 10 mg~?
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Figura 25.Espectrofotometro JENWAY® GENOVA-1709

2.6.2. Digestibilidad in vitro.

Fundamento:

La técnica consiste en una digrestion multienzimatica utilizando tripsina,
quimotrpsina, peptidasa y proteasa para asi determinar la digestibilidad de
proteinas, mediante una disminucién de pH. El coeficiente de correlacion entre el
pH (Figura 26) a los 20 minutos y la digestibilidad aparente in vitro es de 0.90, con
un margen de error estimado de 2.23 (Hsu et al., 1977).

Procedimiento:

Se pesan una muestra que contenga 10mg de N,.
Agregar 10 mL de agua destilada y ajustar el pH a 8.

Se deja en agitacién una hora en un bafo de agua a 37°C.
Después de la hora afiadir 1 mL de solucion (A)

Después se adiciona 1mL de solucion (B) a 55°C

A los 20 minutos se mide el pH.

AN N NI NN

Ecuacion 13.
% Dig = 234.84 — 22.56 (pH)

Nota: Lectura pH= pH de la suspension de proteina.
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Figura 26.Determinacion de digestibilidad in Vitro para lenteja
deteriorada.

2.6.3. Almidén total.

Fundamento:

El método consiste en cuantificar la glucosa liberada como resultado de una
hidrolisis enzimatica con amiloglucosidasa que hidroliza los enlaces glucosidicos a-
(1,4) y a-(1,6) de las cadenas de amilosa y amilopectina (Goni et al.,1996).

Procedimiento:

v' Se pesan 0.05g de muestra, se agregan 6 mL de KOH y se mantienen
en agitacion constante.

v Pasado el tiempo se agrega 3 mL de buffer acetato de sodio y se ajusta el
pH

v Después se agrega 80uL de la enzima amiloglucosidasa y se coloca en un
bafio a 60°C por 45 minutos.

v Posteriormente se deja enfriar y se centrifuga a 5000 rpm.

v/ Se agrega 1 mL de reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa, se dejo reposar
por 20 minutos y se hace la lectura a una absorbancia de 505 nm.

Calculo:

De acuerdo a una curva patrén de glucosa se obtiene la ecuacién de la de la recta
(ecuacidn 8), ordenada al origen “b” y pendiente “m”.

Sustituyendo en ecuacion 8 y despejando la variable “x” se obtiene:
Ecuacion 14.

_ y—(0.058)
X = 0.0422 mg1
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Q
Con el valor de “X” se realiza el calculo con las ecuaciones 15, 16 y 17 para obtener
el valor de almiddn total.

Ecuacion 15.

(1000 pL)(x)
T

Ecuacion 16.

_ (x1)(mL de sobrenadante) ( 1g )
2T (1mL) 1000 mg

Ecuacion 17.

__(x2)(100g)
(g de muestra)

X3

Nomenclatura:
x= Contenido de glucosa (mg) en 10 uL

y= Absorbancia corregida tomando el valor de absorbancia de la muestra a 505 nm
menos la absorbancia del blanco.

b=-0.058
m= 0.0422 mg~?
x1= Contenido de almiddn total (mg) en 1 mL
x,= Contenido de almiddn total (g) en el volumen del sobrenadante.
x3= contenido de almidon total (g) en 100 g de muestra.
Se calcula el porcentaje de almidon total:
Ecuacion 18.

(x3)

% Almidon total = (10£3)

2.6.4. Almidén digerible

El contenido de almidon digerible se determin6 por diferencia del almidén total
menos el almidon resistente.

Ecuacion 19.

%Almidén Digerible = (Almidon total — Almidon resistente)
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2.7. Compuestos funcionales.

2.7.1. Capacidad antioxidante.

Fundamento:

El ensayo se fundamenta en la medicion de la capacidad de un antioxidante para
estabilizar el radical DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo), esta medicion puede
hacerse espectrofotométricamente siguiendo el decaimiento de la absorbancia a
518 nm. La reaccidon de estabilizacion se considera que transcurre principalmente
mediante un mecanismo Transferencia de Electrones (TE), con un aporte marginal
de Transferencia de Atomos de Hidrégeno (TAH) (Londofio, 2012).

Procedimiento para la obtencién del extracto

v' Se pesa 0.1 g de muestra.

v' Se diluye con 1 mL de metanol-HCl al 1%.

v' Se lleva a un bafio de agua a 95°C por 10 minutos. Después se centrifuga a
9000 rpm durante 10 minutos.

Se obtiene el sobrenadante.

Se coloca en una plancha de calentamiento a 65°C hasta su total
evaporacion (Figura 27).

v' Una vez evaporados, se redisuelve la pastilla en 1mL de agua desionizada.
v Se realiza una centrifugacion a 9000 rpm durante 10 minutos.

v
v

Determinacion de la capacidad antioxidante

v A partir del extracto obtenido se toman 500 pL.

v' Se agregan de solucién 500 yL DPPH.

v' Posteriormente se dejan reposar en oscuridad absoluta durante 30 minutos.
v" Finalmente se realiza la lectura a 518 nm en espectrofotometro.

Calculo:
Ecuacion 20.

(Abs.control negativo — Abs. muestra )
%CA = . (100)
Abs control negativo

Nomenclatura:
*Abs. Control Negativo = Valor de absorbancia (Metanol + DPPH).

Abs. Muestra = Valor de absorbancia de la muestra a analiza.
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Figura 27. Plancha de calentamiento Barnstead Lab-Line 2050.

2.7.2. Compuestos fendlicos.

Fundamento:

Se basa principalmente en que los compuestos fendlicos reaccionan con el
reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracién azul
susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm. Dicho reactivo
contiene una mezcla de wolframato sddico y molibdato sédico en acido fosforico y
reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El
acido fosfomolibdotungstico (formado por las dos sales en el medio acido), de color
amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color
azul intenso, dicha intensidad es la que medimos para evaluar el contenido en
polifenoles. (Valadez et al., 1990).

Procedimiento:

v' Preparar el extracto como en la determinacién de capacidad antioxidante
antes mencionada.

v Del extracto obtenido se toman 400 pL y agregar 3570 uL agua destilada.
v" Después se incorpora 250 uL de Folin.
v' Se agrega 500 uL Na,CO;
v’ Agitar y después se realizar la lectura con una absorbancia a 760 nm.
v' Se realizan los siguientes calculos para la determinacion de la cantidad
de compuestos fendlicos.
Calculo:

De acuerdo a una curva patron de glucosa se obtiene la ecuacion de la ecuacién
de la recta (ecuacion 8), ordenada al origen “b” y pendiente “m”. Sustituyendo en
ecuacion 9 se obtiene.

Ecuacion 21.

_y —(0.065)
¥ T 3492 mg T

Se calcula x; (contenido de fenoles en 1 gramo de muestra).

Ecuacion 20.
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_ (1000uL)<1g>_
1= o0 Jo1g) ™™

Se sustituye el valor de x; en ecuacién 20 para obtener el contenido de fenoles
totales.

Ecuacion 21.

Y *E mg EAG
*10 = ———
PM g muestra

Fenoles =

Nomenclatura:

x= contenido de fenoles (mg) en 400 pL

y=absorbancia de la muestra a 760 nm
b= 0.065
m=3.492 mg~1

X;: contenido de fenoles (mg) en 1 g de muestra

E: 6 EAG (equivalentes de acido galico)

PM: Peso molecular del acido galico (170.2 g)

2.7.3. Almidon resistente.

Fundamento:

Este método consiste en una digestion enzimatica en donde se hidrolizan las
cadenas de almidén 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. Dicho proceso se realiza nuevamente con otra
digestion para liberar los monémeros de glucosa, que son cuantificados por un
meétodo enzimatico-espectrofotométrico (Gofii et al., 1996).

Procedimiento:

v
v

v
v
v

Se pesan 100 mg de muestra y agregar 10 mL de buffer KCI — HCI.

Se agrega 200 uL de pepsina y se maniene en agitacion constante durante
1 hora.

Posteriormente se agrega 9 mL de buffer Tris-maleato.

Se agrega la 1mL de a-amilasa pancreatica e incubar por 16 h (Figura 28a).
La muestra se centrifuga 5000 rpom por 15 minutos, posteriormente se agrega
6mL KOH y se mantiene en agitacion constante.

Se agrega 3 mL de buffer acetato de sodio ajustando el pH a 4.75 y se
adiciona 80uL de amiloglucosidasa.

53



v Se realiza un bafio a 60°C con agitacion constante durante 45 minutos.

v Posteriormente se centrifuga 5000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante y
se trata con reactivo de glucosa y finalmente se lee con un espectrofotometro
(Figura 28b) con una absorbancia de 505 nm.

Calculo:

De acuerdo a una curva patron de glucosa se obtiene la ecuacion de la ecuacién
de la recta (ecuacion 8), ordenada al origen “b” y pendiente “m”. Sustituyendo en
ecuacion 9 se obtiene.

Ecuacion 22.

_ y—(0.058)
X = 0.0422 mg1

Para determinar la concentracion en 1000 uL (x;) para asi conocer la concentracion
de glucosa en el sobrenadante (x5).

Ecuacion 23.

_ (x)(1000 uL)
T 0w

Ecuacion 24.

_ (x1)(volumen del sobrenadante en mL)
2T 1mL

Determinar con la ecuacion 25 la concentracion en 100g (x3) y expresarse en
porcentaje.

X3
10°ug

% Almidon resistente =

Nomenclatura:
x= Contenido de glucosa (mg) en 10 pL

y= Absorbancia corregida (absorbancia de la muestra a 505 nm menos la
absorbancia del blanco)

b=-0.058
m=0.0422 mg~?!
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Figura 28. a) Determinacion de almidén resistente para lenteja deteriorada

y b) Lectura de almidon resistente en espectrofotometro JENWAY®
GENOVA-17009.

2.7.4. Fibra dietética.

Fundamento:

Se sustenta en aislar la fraccién de interés, mediante una digestion enzimatica
con a-amilasa, proteasa y amiloglucosidasa para hidrolizar a la proteina y al
almidon, y recuperarla con la precipitacion selectiva y después determinar su
peso (Cunnif et al., 1994).

Procedimiento:

v

v

Se pesa 1 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 500 mL y se adiciona
50 mL buffer de fosfato y ajustar el pH a 6 + 0.02.

Se agrega 1 mL de a-amilasa, se coloca en un bafio a 60°C durante 15
minutos a ebullicion agitando constantemente y pasado ese tiempo se deja
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente ajustar pH a 7.5.

Se adiciona 5 mg de proteasa, se coloca en un bafio a 60°C por 30 minutos
con agitacion continua. Posteriormente se ajusta pH a 4-4.6

Posteriormente se adiciona 0.1 mL amiloglucosidasa a la muestra y se incuba
a 60 °C por 30 minutos con agitacién continua.

Se adiciona 280 mL de etanol 95 % (precalenteado a 60°C) y se deja en
reposo durante 1 hora (Figura 29).

Una vez pasado el tiempo se filtra la solucion al vacio, y se hacen 3 lavados
con tres porciones de 20 mL de etanol al 78%, posteriormente con dos
porciones de 10 mL de etanol al 95% y dos porciones de 10 mL de acetona.
El contenido en el papel filtro se seca hasta llegar a peso constante a
100+2°C y se pesa.

Finalmente se analiza el contenido de proteinas y el contenido de cenizas,
para posteriormente calcular el contenido de fibra dietética con la siguiente
ecuacion.
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Lens culinaris

Calculo:

Ecuacion 25.

R—(P+C+B)
*

%PFibra dietética = 100

PM

Nomenclatura:

R= Peso del residuo de la muestra (mg)
P= Peso de proteina de la muestra (mg)
C= Peso de cenizas de la muestra (mg)
B= Blanco

PM= Peso de la muestra

Figura 29.Determinacion de fibra dietética para lenteja
deteriorada

2.8. Compuestos antinutrimentales.

2.8.1. Acido fitico.

Fundamento:

En acido férrico se calienta una muestra de extracto para conocer el contenido de
hierro. Dicha disminucion del hierro (determinada colorimétricamente con 2,2-
bipiridina) en el sobrenadante es la medida del contenido de acido fitico. (Haug y
Lantszch, 1983).
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v' Pesar 0.1g de muestra y adicionar 20 mL de HCI 0.2 N, agitar durante 20
minutos y centrifugar a 3000 rpm durante 15 minutos.

Tomar 0.5 mL del extracto y colocarlo en un tubo de ensayo.

Adicionar 1 mL de sulfato férrico de amonio 0.2%.

Tapar el tubo y calentarlo a 95 £+ 2°C durante 30 minutos.

Enfriar los tubos de ensaye.

Una vez que se encuentran a temperatura ambiente adicionar 2 mL de
2,2-Bipiridina a cada tubo y agitar.

A los 30 segundos exactamente de adicionar la 2,2-Bipiridina, leer la
absorbancia a 519 nm (Figura 30).

Procedimiento:

AN N N NN

<

Calculos:

De acuerdo a una curva patron entre los ug de foésforo del acido fitico/mL y la
absorbancia corregida, se obtiene la ecuacion de la ecuacién de la recta (ecuacion
8), ordenada al origen “b” y pendiente “m”. Sustituyendo en ecuacion 9 se obtiene.

Ecuacion 26.

_ y—(=003)
X = 0.028 ng—tmL1

Utilizar las ecuaciones 27 y 28 para determinar el porcentaje de acido fitico.

Ecuacion 27.

x+E (1x107%g
P =
T lug

Ecuacion 28.

% Acido fitico = (100)

g muestra
mL HC
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Figura 30.Determinacion de acido fitico para lenteja deteriorada.

2.8.2. Taninos.

Fundamento:

Este método se basa en la extraccidn de los taninos hidrolizables y condensados
(fenoles totales) mediante dimentilformamida al 75% y la posterior formacion de un
complejo colorido en condiciones alcalinas, cuantificado con un espectrofotdmetro
con una longitud de onda de 525 nm. (ISO, 1988).

Procedimiento:

Se pesan 1 g de la muestra.

Adicionar 50 mL de DMF (N, N-dimetilformamida) al 75%.

Agitar durante 1 hora, y dejar reposar durante 15 minutos.

Centrifugar a 5000 rpm durante 20 minutos.

Tomar 1mL de muestra del sobrenadante, ajustar el volumen a 6 mL con
agua destilada, 1 mL de citrato férrico (17-20%), 1 mL de amoniaco.
Leer la absorbancia a 525nm (Figura 31) y realizar los calculos
correspondientes.

Calculos:

AN N N NN

<

De acuerdo a una curva patron de concentracion de acido tanico y absorbancia, se
obtiene la ecuacion de la ecuacién de la recta (ecuacion 8), ordenada al origen “b”
y pendiente “m”. Sustituyendo en ecuacion 9 se obtiene.

Ecuacion 29.

y—(0.099)
X = 0.064mg1

Empleando la ecuacion 30 se determina el porcentaje de taninos.

Ecuacion 30.

® (rz1%mg)

g muestra

%taninos =

(100)

Nomenclatura:

x= Contenido de taninos (mg)

y= Absorbancia de la muestra a 525 nm
b= 0.099

m=0.064 mg~1!
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Figura 31. Coloracidon de muestras de taninos.
2.8.3. Inhibidores de tripsina.

Fundamento:

Se pone en contacto extracto acuoso o diluido de una muestra con una solucién
estandar de tripsina. La actividad protedlica se determina utilizando un sustrato
sintético (benzoil-arginina-p-nitroanilide) (BAPNA), con ello se producird una
coloracion, que es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de tripsina
y que se lee con ayuda de un espectrofotometro a A=410 nm (Kakade et al., 1974).

Procedimiento:

v' Pesar 1 g de muestra, al cual se le adiciona 45 mL de NaOH 0.01 N; se ajusta
el pH a 9.6 + 2, se afora a 50 mL con NaOH 0.01 N y la muestra se agita
durante 2 horas y 30 minutos. Para después centrifugarse durante 5 minutos
a 5000 rpm.

v" Tomar porciones de 0, 0.6, 1, 1.4, y 1.8 mL del extracto anterior ajustando el
volumen a 2 mL con agua destilada.

v Adicionar 2 mL de solucién estandar de tripsina y agitar con ayuda de un
vortex. Se mantiene en contacto inhibidor de tripsina-tripsina en un bafio de
37°C.

v' Posteriormente adicionar solucion BAPNA (benzoil-arginil-p-nitroanilida)

cada 30 segundos a los cinco tubos. La mezcla se mantiene de reaccion por

10 minutos exactos en el bafio de agua, transcurrido el tiempo agregar 1 mL

de aciod acético al 30% para detener la reaccidon enzimatica.

El 4&cido acético es agregado al 30%, para detener la reaccion.

La lectura en el espectrofotometro se realiza a una absorbancia de A=410

nm.

AN

Calculo:

Se utilizan las ecuaciones 31, 32, 33 y 34 para obtener los mililitros de extracto por
unidades de tripsina inhibida (UTI).

Ecuacion 31.
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UT = (-)(100)
Ecuacion 32.

UTI = UTBlanco - UTcada uno de los tubos de ensayo
Ecuacién 33.

UTI)(100
% Inhibicien = L 1D(100)
UTBlanco

Ecuacion 34.

Tl UTI
mL  mlL de extracto que se colocaron en cada tubo de ensayo

De acuerdo a una curva entre el extracto y unidades de tripsina inhibida se obtiene
la ecuacion de la ecuacién de la recta (ecuacion 8), ordenada al origen “b” y
pendiente “m”.

Ecuacion 35.
<volumen de aforo dela muestra) B UTI
(m mg de muestra B mg de muestra
Ecuacion 36.

(m) ( 50 mL ) _ UTI
1000 mg mg de muestra

Nomenclatura:

(=)= Absorbancia de cada tubo de ensayo a 410 nm
UT= Unidades de Tripsina

UTI= Unidades de Tripsina Inhibida

m= Contenido de UTI/mL (la pendiente)

2.9. Determinacion de estrés oxidativo.

2.9.1. Determinacion de carbonilos.
2.9.1.2. Extracto de proteina soluble.

Homogeneizar 0.03 g de muestra de harina de lenteja con 600 uL amortiguador de
fosfatos 5mM pH= 7.5 que contenga una mezcla de inhibidor de proteasas.
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Al homogenizado agregar amortiguador 800 uL de fosfatos 5mM pH= 7.5. Los
acidos nucleicos son precipitados con 156 L de sulfato de estreptomicina al 2% en
HEPES (acido 4-(2-hidroxietil) piperazin-1-iletanosulfénico)) pH=7.2, se centrifuga
la muestra a 9000 rpm durante 15minutos. Al sobrenadante se ahade 156uL de
sulfato de estreptomicina en HEPES pH=7.2 y se centrifuga 9000 rpm. El segundo
sobrenadante (Figura 32) se utiliza para la determinacién del contenido de
carbonilos (Sun y Carl, 1995).

Figura 32.Muestras de proteina soluble mediante método Lowry

2.9.2. Determinacién de carbonilos en proteina.

El extracto de proteina se coloca en microtubos adicionando 2,4 dinitrofenilhidrazina
10mM en HCI 2M, se deja reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente. El
control es tratado con HCI 2M. Al terminar la reaccion, las proteinas son precipitadas
con 500uL de acido tricloroacético al 10% y se centrifugan a 4500 rpm durante 4
minutos. Los pallets sonl lavados 3 veces con 800uL de etanol-acetato de etilo (1:1)
y el sobrenadante se desecha después de cada lavado. La proteina se disuelve con
1.5 mL de Guanidina 6M en amortiguador de fosfatos 20 mM pH=2.5 a 37°C y
posteriormente la solucion es centrifugada a 4500 rpm. Finalmente la absorbancia
se mide con ayuda de un espectrofotometro (Figura 33) a 366 nm contra la muestra
control tratada con HCI 2M (Levine et al., 1990).

Figura 33.Lectura de carbonilos para lenteja deteriorada
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Calculo:

Se determina el contenido de carbonilos mediante la absorbancia empleando un
coeficiente de absorcién molar de 22000 mol' cm™ en la ecuacién 37 y

posteriormente se realiza un despeje de la variable “c”, quedando la ecuacion 38.

Ecuacion 37.
A = abc
Ecuacion 38.
A
axb

Una vez obtenido el valor de “c” se utiliza la ecuacion 39 para expresar los carbonilos
en unidades de pmol de carbonilos/mg de proteina, empleando mg de proteina
obtenidos mediante el método Lowry.

Ecuacion 39.

umol carbonilos <1mg proteina) <1E6umol)
=c

mg proteina x 1mol
Nomenclatura:

A= Absorcion corregida de la muestra a 366 nm (al valor de la absorcion de la
muestra a 366 nm se le resto el valor de la absorcion control a 366 nm)

a= Coeficiente de absorcion 22000 mol-' cm-"
b= Longitud del paso éptico (1 cm)

c= mol carbonilos/ mg de proteina

2.9.4. Determinaciéon de malondialdehido (MDA).

Fundamento

Se sustenta en la evaluacion de productos terminales de la accion oxidante que
mediante una reaccion con tiobarbiturico (TBA) se obtiene el cambio en el contenido
de fosfolipidos midiendo la formacion de malondialdehido (Pérez y Pérez, 2000).

Preparacion

Se pesan 0.5 gramos de harina de lenteja y mezclar con 5mL de acido tricloroacético
al 0.5% en acido tricloroacético al 20. Centrifugar las muestras a 14000 rpm. (Sung
y Chiu 1995).
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Procedimiento:

v' Colocar una alicuota de solucién de 0.5 % de acido tiobarbiturico y acido
tricloroacético en la alicuota con la misma cantidad de sobrenadante de
muestra, este fue obtenido mediante centrifugacion

v Calentar la solucion a 95°C en tubos eppendof durante 25 minutos y dejar

enfriar a temperatura ambiente.

Centrifugar a 4500 rpm por 1 minuto para clarificar la solucion.

Realizar la lectura celdas a una absorbancia de 532 nm y dejar la solucién

reaccionar con el acido tiobarbiturico durante 30 minutos.

v' Realizar una segunda lectura a 600 nm (Heath y Packer 1968).

v
v

Calculo:

El calculo se realiza con la ecuacion 38. Posteriormente los resultados se expresan
en pmol de MDA/g de muestra, en el caso de ésta experimentacion se utilizaron 0.5
g de muestra y por lo tanto el calculo expresa el contenido de MDA/0.5g de muestra
utilizando la ecuacion 40.

Ecuacion 40.

wmol MDA mmol MDA (1000 umol) @

g muestra 05¢g 1 mmol

Nomenclatura:

A = Absorbancia.

a = Absortividad.

b = Longitud del paso éptico.
¢ = Concentracion.

2.10. Actividad enzimatica.

El comportamiento de las ERO’s se cuantifica mediante la actividad de las enzimas:
peroxidasa (POX), catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD), para conocer de
qué manera influye el almacenamiento inadecuado y el estrés oxidativo sobre estos
mecanismos de defensa.

2.10.1. Obtencion de extracto enzimatico.

Se homogeneiza 0.3 gramos de muestra de harina de lenteja con 3 mL de
amortiguador de fosfatos pH= 7.5y las muestras se centrifugan a 9000 rpm durante
15 minutos. Posteriormente el sobrenadante (Figura 34) se utiliza para la
determinacion de las enzimas: peroxidasa (POX), catalasa (CAT) y superéxido
dismutasa (SOD).
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Figura 34.Extracto enzimatico de lenteja deteriorada.

2.10.2. Actividad de peroxidasa (POX).

La mezcla se hace reaccionar al adicionar: amortiguador de fosfatos pH=6.7,
Guayacol 50mM, Peroxido de hidrégeno 10mM y extracto enzimatico. Se prepara
un blanco con agua destilada en lugar de extracto.

La lectura de la absorbancia se realiza con ayuda de un espectrofotdmetro
(JENWAY® GENOVA-1709) con una absorbancia de 470 nm (Figura 35) durante 5
minutos en intervalos de 5 segundos (Chance y Maehly, 1955).

Calculo:

La actividad de reaccion de la peroxidasa (POX) se registra en tiempo y
absorbancia, el cual se sustituye por la concentracion de peréxido (H,0,) consumido
en la generacion del tetraguaiacol mediante la ecuacion 41.

Ecuacion 41.

(Absorbancia)(4)

de H,0, =
[ 1 de H0, 26.6 mmol~tcm=1(1 cm)

= mmol de H,0,

Se realiza la curva patron de tiempo y concentracién de perdxido (H,0,) para
obtener la ecuacion de la recta, la pendiente “m” y ordenada al origen “b”. El
resultado se expresa en mmol H,0, / minuto*g de muestra con la ecuacién 42.

Ecuacion 42.

mmol H,0, B (3000 uL)( lg )
minuto * g muestra m 100 uL /\0.3 g
Nomenclatura:

26.6 mmol-' cm -! = coeficiente de absorcion molar.

4 = mmoles que se ocupan de H,0, para generar el tetraguaiacol (compuesto
colorido de la reaccion)

1 cm = es el diametro de haz de luz
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Figura 35.Lectura de POX para lenteja deteriorada en
espectrofotometro JENWAY® GENOVA-1709

2.10.3. Actividad de catalasa (CAT).

La reaccion consiste en adicionar amortiguador de fosfatos pH=7, perdxido de
hidrogeno (H,0,) 30 mM y extracto enzimatico (Figura 34). Se realiza la preparacion
de un blanco con agua destilada en lugar de extracto. Los cambios en la
absorbancia se leen en un espectrofotometro (JENWAY® GENOVA-1709) a 240
nm (Figura 36) durante 3 minutos en intervalos de 10 segundos (Aebi, 1984).
Calculo:
Se utilizan los datos de tiempo y absorbancia obteniendo la concentracion de
peréxido (H,0,) consumido mediante la ecuacion 43.

Ecuacion 43.

absorbancia
[ ]Hz 0, =

(40 mmol=tcm=1)(1 cm)

= mmol de H,0, consumido

Se realiza una curva de tiempo y concentracion de peroxido (H,0,) para obtener la
ecuacion de la recta, la pendiente “m” y la ordenada al origen “b”. La pendiente
indica la actividad de la catalasa (CAT). El resultado se expresa en pmol
H,0,/minuto*g muestra con la ecuacion 44.

Ecuacion 44.
umol H, 0, B (3000 uL)( 1lg )(1000 umol)
minuto * g muestra m 100 puL /\03 g 1 mmol

Nomenclatura:
40 mmol-' cm -' es el coeficiente de absorcién molar.

1 cm es el diametro de haz de luz
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Figura 36.Lectura de CAT a 240nm.

2.10.4. Actividad de superéxido dismutasa (SOD).

Para la mezcla de la reaccion se adiciona amortiguador de carbonatos pH= 10.2,
EDTA 0.5mM, extracto enzimatico y Epinefrina.

Para el blanco se agrega agua destilada en lugar del extracto. Los cambios de
absorbancia se leen en un espectrofotdmetro (JENWAY® GENOVA-1709) a 480
nm durante 3 minutos en intervalos de 10 segundos (Misra y Fridovich, 1972).

Calculo:

Ecuacion 45.

absorbancia
[ Jadencromo = @ mmolLem 1) (1 am) = mmol de adenocromo

La ecuacién de la recta se obtiene con la grafica entre tiempo y concentracion de
adenocromo para obtener la ecuacion de la recta, la pendiente “m” y la ordenada al
origen. La pendiente se toma como el valor de la actividad de la superdxido
dismutasa en mmol de adenocrmo/minuto. El resultado se expresa en pmol de
adenocromo/minuto*g de muestra mediante la ecuacion 46.

Ecuacion 46.

umol adenocromo ( 1lg ) (1000 umol)
m

minuto * g muestra - 03g 1 mmol

Nomenclatura:
4 mM-' cm-! es el coeficiente de absorcién molar.

1cm se refiere al diametro del haz de luz

2.11. Método estadistico.

Todas las pruebas fueron realizadas por ftriplicado; se calculd6 su media (x),
desviacion estandar (x) y coeficiente de variacion (c.v). Las medias se realizaron
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con la prueba ANOVA + Tukey con un nivel de significacion de 0.05 utilizando
el programa estadistico Origin 40.0.
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3. CAPITULO lll. RESULTADOS Y
DISCUSION

68



R

3.1. Parametros de deterioro.

Los resultados de germinacion y conductividad se muestran en la tabla 3. Se puede
observar que la germinacién de la semilla de lenteja va disminuyendo en relacién
directa al tiempo de deterioro, esto sugiere que la semilla esta sufriendo dafios que
provocan su deterioro. Por otra parte, la conductividad eléctrica del agua de remojo
de la semilla aumento a partir de los 9 dias de almacenamiento siendo este el valor
mas alto y presenta una disminucion a los 45 dias de deterioro. Esto puede indicar
el dafo en la estructura de su membrana celular y con ello la pérdida de la capacidad
para germinar, pues se pierden componentes como electrolitos y macromoléculas
que son necesarios para su germinacion (Pérez, et al., 2008). Por lo tanto, se tienen
muestras con diferente grado de deterioro para poder analizarlas.

Tabla 3. Prueba de germinacién y conductividad de la lenteja deteriorada

Muestra % Germinacion Conductividad (us)
control 91.33 +1.15¢ 666.67 + 24.02¢

9 dias 76.00 + 2.00? 1136.66 + 51.31%
18 dias 67.00 + 2.00%¢ 997 + 47.31¢

27 dias 58.66 + 1.15¢ 963.66 + 43.31¢
36 dias 37.33 + 1.15¢ 1014 + 14¢

45 dias 20.00 + 2.00° 871.33 + 83.24°
56 dias 12.66 + 1.15¢ 893.66 + 55.41¢

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)

3.2. Analisis quimico proximal.

En la tabla 4 se muestran los resultados del analisis quimico proximal de las
semillas, los diferentes componentes no sufrieron cambios considerables con un
mayor tiempo de deterioro, solo se observaron cambios importantes en el porcentaje
de fibra cruda la cual aumento hasta 35 veces a los 9 dias de deterioro, asi mismo
los carbohidratos tuvieron una disminucion a partir de los 9 dias.

Tabla 4. Analisis quimico proximal de semillas de lenteja deterioradas

Muestra Humedad (%) Proteina (%) Grasa (%) Ceniza (%) Fibra (%) CHOS
(%)

Control 10.39 + 0.05% 21.45 + 0.09¢ 0.4 + 0.00% 2.54 + 0.02¢ 0.44 + 0.1¢ 58.78%

9 dias 7.94 + 0.07° 21.29 + 0.84% 1.37 + 0.16° 2.69 4 0.06% 15.33 +P 46.46"
18 dias 7.35 + 0.167 22.44 +0.07% 1.13 + 0.10°¢ 2.85 4 0.01¢ 15.11 +? 45,770
27 dias 7.68 + 0.20° 23.24 + 0.53% 0.93 + 0.06% 2.80 + 0.04* 19.81 £°¢ 4093
36 dias 7.7 +0.13P 21.9 + 0.42¢ 1.37 + 0.02P 2.74 4+ 0.09¢ 16.77 +b 43.18P
45 dias 7.62+0.17° 23.17 + 1.05% 1.025 + 0.06¢ 2.77 + 0.04% 10.36 +¢ 55.05%
56 dias 6.66 + 0.20° 24.13 + 2.05% 1.22 + 0.06 2.87 + 0.05% 9.64 +¢ 55.48%

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)
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Para el caso del contenido proteico de la semilla de lenteja, puede observarse que
aumenta ligeramente a los 45 y 56 dias pero no hubo una diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05) entre las muestras, ya que, para que una
proteina se desnaturalice necesita factores como calor excesivo (temperaturas de
horneado =180°C), modificaciones en el pH, alteraciones en la concentracion y
agitacion. También, el contenido de grasa aumenta, presentando una diferencia
estadisticamente significativa (P=0.05) entre las muestras.

Un aumento en la fibra cruda y en los carbohidratos en las muestras deterioradas
nos hablan de un posible incremento de fibra insoluble por cambios en la pared
celular, ya que se ha reportado que estos cambios generan una pared celular mas
rigida. Posiblemente exista formacion de enlaces entre proteinas y polisacaridos, ya
que, como menciona Aloba et al, (2022) un aumento en la temperatura de
almacenamiento superior a 38°C aumenta la formacion de enlaces entre
polisacaridos de la fibra.

3.3. Calidad nutrimental.

La digestibilidad in vitro no mostré una diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) provocada por el tiempo de deterioro (tabla 5) y se puede considerar una
buena digestibilidad, considerando que los cereales y leguminosas tienen valores
de digestibilidad de proteinas mas bajos que el resto de grupo de los alimentos en
un rango entre 75%-85% (FAO, 1970). Por lo tanto, se considera que el deterioro
no afecto la digestibilidad in vitro de la proteina de la lenteja. Asi mismo hay que
considerar que segun Mulla et al, (2022) se ha demostrado que a pesar de que las
legumbres tienen proteinas de dificil digestibilidad, para su consumo se necesita un
proceso térmico, mismo que aumenta y facilita su digestibilidad.

Tabla 5. Calidad nutrimental de semillas de lenteja deteriorada

Muestra Digestibilidad in Triptofano (%) Almidén total (%) Almidon
vitro (%) digerible (%)

Control 81.43 + 0.9¢ 1.28 £+ 0.05¢ 32.82 + 1.36% 8.88 +4

9 dias 85.19 + 3.44¢ 0.46 + 7.07E — 3P 33.64 + 3.54P 32.01 +P
18 dias 82.55 + 4.79¢ 0.48 + 9.19F — 3P 40.98 + 0.9¢ 40.47 £€
27 dias 81.43 4+ 0¢ 0.92 + 0.04¢ 34.48 + 133 36.94 4°¢
36 dias 80.3 + 1.59¢ 0.46 + 0 37.75 + 5.89¢ 36.81 +b¢
45 dias 88.19 + 3.18¢ 0.34 +0.02¢ 36.7 + 1.61%¢ 36.01 +P¢
56 dias 80.3 +.592 0.33 + 04 40.54 + 5.13¢ 39.64 +€

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)

Como puede observarse en la tabla 5 el triptofano muestra una disminucién a la
mitad del control a partir de los 9 dias de almacenamiento hasta llegar a un 25% del
control a los 56 dias de deterioro presentando una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.05). El triptofano es un aminoacido esencial, es decir, es necesario
que este sea consumido a través de los alimentos, ya que, por si sélo el cuerpo
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humano puede sintetizarlo. Este aminoacido tiene la caracteristica de ser termolabil,
cuando un alimento se expone a un aumento (50°C-60°C) o disminucion de
temperatura (10°C-15°C) puede haber una desnaturalizacion de las proteinas y con
ello dejar expuestos los aminoacidos produciendo un cambio quimico en ellos
(Univa, 2020). Dicho lo anterior una posible respuesta a este comportamiento podria
ser el dafno proteico que se produce en las semillas, con el almacenamiento a
temperatura de 40°C por tiempo prolongado.

El almidon digerible aumenté desde los 9 dias de almacenamiento y fue
estadisticamente significativo (P<0.05) con respecto al control, esto nos sugiere una
hidrdlisis provocada por el mismo almacenamiento inadecuado.

3.4. Compuestos antinutrimentales.

En la tabla 6 puede observarse que el porcentaje de taninos tiene un
comportamiento decreciente y existen diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05) entre las muestras, lo que nos indica que los valores obtenidos no
presentan un riesgo para el consumo.

Tabla 6. Compuestos antinutrimentales presentes en semillas de lenteja
deterioradas

Muestra Taninos (%) Acido fitico (%) Inhibidores de
tripsina (%)
Control 0.65 + 0.01¢ 0.91 + 0.07¢ 0.11¢
9 dias 0.42 + 0.014" 2.92 + 0.007? 0.703%
18 dias 0.43 + 0.007? 2.49 + 0.08°¢ 0.528¢
27 dias 0.51 + 0¢ 2.32 +0.0284 0.772¢
36 dias 0.55 + 0¢ 2.32 4+ 0.007¢4 0.515¢
45 dias 0.55 + 0.005¢ 2.46 + 0.042¢ 0.437¢
56 dias 0.48 + 0.01b¢ 2.33 + 0.05°¢ 0.2817

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)

El acido fitico (AF) muestra un aumento estadisticamente significativo ((P<0.05) con
mayor tiempo de almacenamiento, aunque se debe considerar que esta medicion
es para la lenteja cruda, sin embargo, se ha comprobado que el tratamiento térmico
como la coccion, que es el método mas comun de procesamiento de las
leguminosas, produce reducciones significativas en el contenido de &acido fitico,
oligosacaridos, minerales, taninos y compuestos fendlicos (Duefias et al., 2016). Por
lo tanto, se puede decir que su consumo no implica un riesgo para la salud.

Por ultimo, los inhibidores de tripsina también aumentan conforme pasa el tiempo
de almacenamiento de la lenteja, mostrando diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05), sin embargo, el consumo de legumbres con cantidades de
inhibidores de proteasa que oscilan entre 0.4 y 1.4 UIT/mg al dia se considera no
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dafino para la salud (Garcia, 2014). Por lo tanto, se puede decir que a pesar de
que el deterioro de las semillas de lenteja aument6 el contenido de compuestos
antinutrimentales, no fue suficiente para que los taninos, el acido fitico y los
inhibidores de tripsina puedan presentar un riesgo en caso de su consumo.

3.5. Compuestos funcionales.

Puede observarse (tabla 7) una disminucién de la fibra dietética en la lenteja con
respecto al control durante el almacenamiento con una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.05), relacionando estos resultados con los de fibra cruda (tabla 4)
nos indica que la fibra insoluble esta aumentando mientras que la soluble esta
disminuyendo, considerando que la fibra dietética es la suma de ambas. De acuerdo
con la tabla 7 puede notarse que para la fibra dietética unicamente se realizaron
pruebas de control, 27 dias y 56 dias de deterioro esto debido a que al observar el
comportamiento de la fibra cruda estas muestras eran las que mostraban cambios
estadisticamente diferentes (P<0.05).

Tabla 7. Factores funcionales para lenteja deteriorada

Muestra Fibra Almidén Capacidad Fenoles (mg
dietética resistente (% antioxidante
Control 39.03 + 1.71¢ 11.21 + 0.10¢ 48.75 + 0.6% 1.49 + 0.01¢
9 dias 1.02 + 0.0254? 48.51 4+ 0.56“ 0.63 + 0.01°
18 dias 0.51 + 0.01¢ 39.3140.7° 1.43 £ 0.01¢
27 dias 26.15% 0.54 + 3.55E — 3¢ 38.31 4+ 0.287 1.19 £ 0.01¢
36 dias 0.98 + 0.03? 36.32 + 0.15%¢ 1.17 + 0.01¢
45 dias 0.69 + 0.01¢ 32.6 £ 0.3¢ 1.2 4+ 0.02¢
56 dias 27.70° 0.89 + 0.02° 17.41 + 1.17¢ 1.17 £ 0.01¢

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)

En la tabla 7 puede observarse una disminucién del almidén resistente (AR). Segun
afirma Villarroel et al., (2018) en su estudio de almiddn resistente (AR), la resistencia
a la digestion del almidon se atribuye a su estructura fisica, es decir, a una mayor
cantidad de amilosa con respecto a la cantidad de amilopectina, asi mismo se ha
comprobado que los almidones provenientes de tubérculos son mas resistentes que
los contenidos en cereales y semillas. Por lo tanto, esta disminucién posiblemente
se deba a una mayor cantidad de amilopectina con respecto a la amilasa, teniendo
asi una estructura del almidon menos compacta y mas susceptible a la hidrélisis
enzimatica.

Las semillas de lenteja muestran una disminucién estadisticamente significativa
(P=<0.05) de capacidad antioxidante a partir de los 18 dias de almacenamiento y
mantiene el mismo comportamiento durante todo el periodo de almacenamiento
hasta el dia 56 que es donde se puede observar una mayor disminucién. La
determinacion de la capacidad antioxidante es util para valorar la calidad de un
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alimento por la cantidad de antioxidantes presentes (Benitez et al, 2021), una
disminucion de ésta posiblemente se deba a que las semillas al estar expuestas en
condiciones de temperatura (mayor a 35°C) y humedad (60%) inadecuadas
incrementan sus procesos metabdlicos produciéndose (ERO’s) especificamente en
la mitocondria (Jaramillo y Valdivia, 2016). Por otro lado, los compuestos fendlicos
muestran una ligera disminucion con respecto al control con el almacenamiento.

3.6. Estrés oxidativo.

La proteina soluble, que se muestra en la tabla 8, no presenta una diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05), sin embargo el comportamiento de este
parametro tiene una ligera disminucion a los 56 dias, esto probablemente se deba
al dano en los aminoacidos de la semilla por su envejecimiento, ya que, la
concentracion del método lowry depende de la concentraciéon principalmente de
tirosina y triptéfano y como pudo observarse en la tabla 5, el triptéfano también va
disminuyendo conforme al tiempo, mismo comportamiento que puede relacionarse
al de proteina de lowry.

Tabla 8. Concentracion de proteinas, carbonilos y malondialdehido en semillas
de lenteja deterioradas

Control = 1.0128 + 0.34% 4.128 + 0.98% 9.52 + 1.33¢
9 dias 1.02 + 0.25¢ 427+ 1.32¢ 15.2 + 1.42P
18 dias 1.11 + 0.08% 47 +1.34% 14 + 1.11°

27 dias 1.09 + 2.232 3.91 + 0.87¢ 10.76 + 1.76%
36 dias 1.04 + 3.2¢ 1.19 + 3.1 9.52 + 0.8%¢
45 dias 1.059 + 0.24¢ 2.02 + 2.11°¢ 9.0 +2.1¢

56 dias 0.897 + 1.38% 1.18 + 1.23P 7.92 + 0.21°¢

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)

Puede observarse (tabla 8) que a partir del dia 36 de almacenamiento disminuy? el
contenido de carbonilos mostrando diferencias estadisticamente significativas
(P=<0.05) con el control, Shenzao et al, (2018) en su estudio con garbanzos muestran
que las proteinas relacionadas con el metabolismo energético y de defensa se
reducen observandose una modificacion carbonilada en el material bioldgico por las
especias reactivas de carbonilo (RCS), siendo esta una posible respuesta al
comportamiento observado de carbonilos.

El Malondialdehido (MDA) presenta un aumento en las muestras control a 9 y 18
dias y después muestra un decremento (tabla 8). Lo cual indica que hay una
probable peroxidacién lipidica debido al envejecimiento de las semillas, ya que, esta
es la primer causa de oxidacion de acidos grasos. Un aumento en este nos indica
que su sistema de defensa esta funcionando, es decir, la semilla trata de defenderse
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en este periodo de tiempo, lo que nos indica que hay presencia de radicales libres
que provocan una lipoperoxidacion. Finalmente puede observarse después de la
muestra de 27 dias la concentracion de MDA comienza a disminuir, segun Hansberg
(2002) lo que indica este comportamiento es que el mismo sistema de defensa esta
disminuyendo y/o eliminando radicales libres, para el dia 45 en adelante se observa
una mayor disminucion de dicho componente mostrando una diferencia
estadisticamente significativa entre la muestra inicial a la muestra final de 56 dias
de semilla de lenteja deteriorada, lo cual segun Baily et al, (1996) en su estudio
realizado con deterioro de semillas muestra que este comportamiento es un
indicador de que se esta trabajando con una semilla muy deteriorada.

Tabla 9. Sistema enzimatico de defensa contra estrés oxidativo de lenteja
deteriorada

Muestra POX (mM H202/min*g CAT (mM H202/min*g SOD (mM adenocromo/min*g

muestra) muestra) muestra)
Control 1.24 + 0.47¢ 6+1.41¢ 1.66 + 0.38%
9 dias 1.35 + 0.33¢ 7.33 + 2.08° 1.83 £ 0.7¢
18 dias 3.4 +0.25° 6.3342.08%0 1.33 +0.33>
27 dias 1.69 4 2.21°¢ 16.6 + 5.77°¢ 1.33 4+ 0.46"
36 dias 2.42 + 0.064 7 + 1.73%b 1.55 + 0.74P
45 dias 3.18 + 0.25% 54+1.41¢ 232+ 0.57¢
56 dias 6.61+ 0.07¢ 6.5 + 0.7%° 3.11 £ 0.19¢

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)

En la tabla 9 se muestra el sistema de defensa enzimatico, puede observarse que
la peroxidasa (POX) tiene un comportamiento creciente hasta los 56 dias, es decir,
nunca pierde su actividad, este comportamiento posiblemente se deba a que esta
enzima cataliza la oxidacién de varios sustratos enddgenos como: ascorbato,
ferrocianuro, citocromo y glutatién reducido (Gagne, 2014) quiza por eso esta
enzima tiene mas actividad en unos periodos a comparacion de otros, mostrando la
aparicion de los distintos sustratos suceptibles de oxidacion que esta se encarga de
catalizar intentando asi mantener la integridad de las células de la semilla de lenteja.

La catalasa también se mantiene activa durante todo el periodo de almacenamiento
(tabla 9), aumenta hasta los 27 dias y luego disminuye y se mantiene constante
hasta los 56 dias, una posible respuesta de este comportamiento puede ser que, es
la enzima principal en la defensa antioxidante, la catalasa es la responsable de
descomponer el peroxido de hidrogeno (H,0,) y transformarlo en agua y oxigeno
(Gagne, 2014), y por eso sea la que esté reaccionando por la presencia de especies
reactivas de oxigeno y al mostrar una disminucion nos habla de una inactivacion por
dafio de la misma, ya que al ser quimicamente una proteina puede desnaturalizarse
a someterse a temperaturas inadecuadas y perdera o disminuira su funcién
catalitica y no podra descomponer el peréxido de hidrégeno. Segun Munné-Bosch
Y Pint6-Marijuan, (2017) al mantener por periodos largos a las semillas a malas
condiciones de temperatura (superiores a 30°C) de almacenamiento como las ya
mencionadas anteriormente los cloroplastos, peroxisomas, mitocondrias vy
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apoplasto pueden contribuir a la formacion de ROS, ya que, las moléculas de
peréxido de hidrogeno pueden viajar entre las membranas celulares desde los
cloroplastos hacia otros organelos celulares, donde por accién de la enzima
catalasa (CAT) este peréxido se descompone. La catalasa al localizarse
principalmente en los peroxisomas y mitocondrias y presentar una inactivacién por
desnaturalizacion. Habla de un dano causado en los organelos por malas
condiciones de almacenamiento, principalmente temperatura (mayores a 30°C) y
dar como resultado un notorio envejecimiento de la semilla de lenteja.

En la tabla 9 puede observarse que el comportamiento de la SOD (superodxido
dismutasa), se mantiene constante pero activa hasta los 36 dias de almacenaiento
y a los 46 y 54 dias presenta un aumento estadisticamente significativo (P<0.05),
se dice que un aumento en la SOD puede representar la forma de recuperacion del
sistema de defensa sobre el efecto del mal almacenamiento y envejecimiento de la
semilla. Sin embargo, cuando éstos sistemas enzimaticos fracasan o se
sobrepasan, se produce una sobre produccién de iones superéxido y de peroxido
de hidrogeno, que no es totalmente destoxificado dando lugar al radical hidroxilo (-
OH) que es altamente téxico (Zamora, 2007). Dicho lo anterior es probable que la
semilla esté tratando de recuperar su sistema enzimatico de defensa, provocando
el aumento de la superéxido dismutasa (SOD) y que esto a su vez sea una posible
explicacion al aumento y disminucion constante de las enzimas catalasa y
peroxidasa.
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Conclusion

Se puede concluir que si hubo un deterioro en las semillas de lenteja provocado por
el almacenamiento inadecuado al que fueron sometidas durante 56 dias, lo que
pudo observarse por la pérdida de germinacién de las semillas y el aumento en la
conductividad del agua de remojo.

Las condiciones inadecuadas de almacenamiento de las semillas de lenteja no
provocaron cambios significativos en su composicién quimica solo un aumento
importante en fibra cruda.

El deterioro afectd un poco de forma negativa su calidad nutrimental principalmente
disminuyendo el contenido de triptéfano. Aunque los compuestos antinutrimentales
presentaron un aumento con el periodo de almacenamiento, los niveles obtenidos
no presentan un riesgo para el consumidor.

Los componentes funcionales de las semillas de lenteja si se vieron afectados por
el proceso de deterioro disminuyendo el contenido de fibra dietética, almidén
resistente y capacidad antioxidante, sin embargo, sus compuestos fendlicos
mostraron una ligera disminucion

Por otro lado, se pudo observar que si se genero estrés oxidativo en las semillas de
lenteja deterioradas de acuerdo con los resultados obtenidos de malondialdehido y
carbonilos.

Finalmente, el deterioro acelerado de las semillas de lenteja no inactivé el sistema
enzimatico de defensa, el cual se compone de catalasa (CAT), peroxidasa (POX) y
superoxido dismutasa (SOD) y en los tres casos su actividad aumento en relacién
directa con el tiempo de almacenamiento.

Recomendaciones

v' Realizar previamente un andlisis microbiolégico a las semillas para
evitar problemas de contaminacion durante los ensayos de
germinacion.

v Evaluar el efecto del deterioro en sus componentes antinutrimentales
de la lenteja tratada con un proceso térmico.

v' Emplear contenedores herméticos para evitar la evaporacion del agua
desionizada durante la preparacion del material biologico.

v' Realizar estudios similares en granos y semillas para su correcto
almacenamiento.

v Diversificar la implementacién en productos con el uso de legumbres
como la lenteja.
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ANEXOS



Q

ANEXO 1. Composicion quimica aproximada de los granos y cereales.

Alimento | Proteina Grasa Hidratos Fibra | Cenizas Factor de

de conversion

carbono de proteina
Arroz 10.1 2.1 86.4 1.0 1.4 5.95
Avena 22.4 9.8 64 3.9 3.8 6.25
Cebada 10.1 1.1 87.6 0.8 1.2 5.83
Centeno 13.6 1.9 82.5 2.2 2.0 5.83
Maiz 10.3 4.5 83.8 2.3 1.4 6.25
Mijo 11.2 3.3 82.7 3.6 2.8 5.83
Sorgo 12.3 Eulf 82.1 1.9 1.9 6.25
Trigo 13.4 2.4 82.3 24 1.9 5.83
Triticale 20.2 4.5 73.1 - 2.2 5.83
Lenteja 24-30 1.8 54 11.7 2.5 6.25
Girasol 21 52.1 14.9 - 4.3 6.25
Linaza 20 30 21 20 3 6.25
Garbanzo 12.6-29 3.4- 1.17-4.95 1.17- 2-3.9 6.25

8.83 4.95

Fuente: Primo, (1997)
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