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RESUMEN

La germinacion de semillas de frijol caupi y la biofortificacion de sus germinados con sales
de selenio/resultan ser una estrategia prometedora no solo para mejorar la calidad
nutricional de.Jas_semillas, sino también, para incrementar los compuestos biol6gicamente
activos que son (de _interés para la humanidad como agentes protectores contra
enfermedades provocadas, por especies reactivas de oxigeno. Este estudio fue conducido
para inducir la capacidad antioxidante, fitoquimicos y el contenido de Selenio en
germinados de frijol caupi roje (Vigna unguiculata) mediante la biofortificacion con sales
de selenio mediante la aplicacién’independiente de 0, 10, 20, 30, 40 mg L™ de selenito de
sodio y 0, 10, 20, 30, 40 mg L™de selenato de sodio. La germinacion se realizé en una
camara de crecimiento Lumistell®JCP-09, a 25 °C y 70 % de humedad relativa por cuatro
dias. El contenido de proteina cruda, en\los germinados, se incrementd en 10.11 % y 5.2 %
con la aplicacion de 40 mg L™ de. selenito'y 30 mg L™ de selenato respectivamente en
comparacién con el testigo. Por ofra-parte,-eafila adicion de 40 mg L™ de ambas sales se
incrementd la concentracion de selenio en 10 germinados en 602.11 % y 680.85 %
respectivamente, en comparacion con“eltestigo. Mientras que la adicién de 20 mg L™ de
ambas sales increment6 la capacidad antioxidante en-18:9 % y 52.8 % respectivamente, en
comparacién con el testigo. La aplicacién de(40)mg L™ «de-selenito y 20 mg L™ de selenato
de sodio incrementd el contenido fenodlico total en 20.8 %.4/-19.4 % respectivamente, en
comparacién con el testigo, por otra parte, con la aplicacion de'30 mg L™ de selenito de
sodio se incrementd la concentracion de flavonoides en 10.7 % eon relacion al testigo. Por
lo tanto, la biofortificacion de germinados con sales de selenio se propene como alternativa
viable para incrementar el contenido de compuestos bioactivos, centenido nutritivo y

contenido de selenio en germinados de frijol caupi.

Palabras clave: Alimento funcional, biofortificacion, compuestos bioactivos, germinados.
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ABSTRACT

The germination of cowpea seeds and the biofortification of their sprouts with selenium
turn out to be-a promising strategy not only to improve the nutritional quality of the seeds,
but also to increase the biologically active compounds that are of interest for humanity as
protective agents @gainst diseases caused by reactive oxygen species. This study was
conducted to increaSesthe selenium content, antioxidant activity and phytochemical content
in red cowpea sprouts (Vigna unguiculata) by applying 10, 20, 30, 40 mg L™ of sodium
selenite and 10, 20, 30/ 40 mg L™ of sodium selenate (independent treatments).
Germination was carried out in_a Lumistell® ICP-09 growth chamber, at 25 °C and 70 %
relative humidity for four days..The content of total crude protein in the sprouts increased
in 10.11 % and 5.2 % with the application of 40 mg L™ of sodium selenite and sodium
selenate, with respect to the control, on'the other hand, the application of 40 mg L™ of both
salts increased the selenium concentration-int 602.11 and 680.85 mg kg™ respectively, with
respect to the control. While ddding,20 mg~1Z* of both salts increased the antioxidant
capacity in 18.9 % and 52.8 % respeCtively, with respect to the control. The addition of 40
mg L™ and 20 mg L™ of sodium selenite-and sodiufm selenate, increased the total phenolic
conten in 20.8 % and 19.4 % respectivelyyCompared“with the control, on the other hand,
the addition of 30 mg L™ of sodium selenite increased”the flavonoid content in 10.7 %
compared with the control. Therefore, the “sprouts biofertification with selenium is
proposed as a viable alternative to improve bioactive compounds, nutritional content and

selenium content in cowpea bean sprouts.

Keywords: Biofortification, bioactive compounds, sprouts.



I. INTRODUCCION

El interés’en ta composicion nutrimental de alimentos para consumo humano ha aumentado
en la ultima.década debido a que en todo el mundo, alrededor de 800 millones de personas
padecen hambre cronica, lo cual significa que estan desnutridas en términos de calorias
(FAO et al., 2017).) Para alcanzar el objetivo de dietas equilibradas y contrarrestar tal
deficiencia, es necesarig un mayor consumo de leguminosas. El frijol caupi rojo [Vigna
unguiculata L. (Walp)]~€S, una leguminosas consumida a nivel mundial como fuente de
proteina de alta calidad, carbohidratos con bajo contenido de grasa, que a la vez contiene un
patron de aminoacidos complementario al de los cereales, lo que se considera un alimento
funcional importante en la dieta.dela poblacién (Vasconcelos et al., 2010; Sreerama et al.,
2012), al ser considerado la carpe de la sociedad pobre en zonas rurales. Ademas,
proporcionan alto contenido de compugstas bioactivos que benefician a la salud humana,
Por otra parte, estudios recientes han demostrado que el proceso de germinacion de las
semillas del frijol caupi mejora/su-calidad:nutricional y el contenido de compuestos
biactivos (Morales-Morales et al., 2016). Por“lo_tanto, los germinados de caupi estan
ganando popularidad como alimento=funcional ¢(Bains et al., 2014), al desencadenar
bioactividades como la capacidad antioxidante que aJa vez combaten el estrés oxidativo, lo
que ayuda a mantener el equilibrio entre ©Oxidantes ¥ .antioxidantes. Sin embargo, las
semillas utilizadas en la produccion de estos alimentoS_frecuentemente presentan una
cantidad deficiente de microelementos que el cuerpo humano necesita para un buen
funcionamiento, como lo es el selenio.

El selenio (Se) es un micronutriente esencial para el humano en cantidades traza (5575 g/
d dependiendo la edad y sexo0) y su ausencia 0 baja concentracion en ‘alimentos provoca
deficiencias y patologias a mas de mil millones de seres humanos en_todo el mundo
(Nothstein et al., 2016). Este microelemento es cofactor enzimético, interviene en la
sintesis de hormonas de la tiroides, en la sintesis del ADN, en el funcionamiento.muscular,
defensa antioxidante y funcion inmune (Puccinelli et al., 2017; Das et al., 2028)= Las
plantas representan la fuente principal de este elemento en la dieta, se han explorado varias
estrategias para incrementar el contenido de selenio en los germinados, entre las cuales

destacan la biofortificacion. Marquez-Quiroz et al. (2015) la definen como el proceso



mediante el cual se incrementa el contenido de elementos esenciales y benéficos en la parte
comestibles de las plantas mediante la intervencion agronémica o seleccion genética. Por lo
tanto el.objetivo del presente trabajo fue inducir la capacidad antioxidante, contenido de
fitoquimicas.y- concentracion de selenio en germinados de frijol caupi rojo mediante la
biofortificaciénvcon sales de selenio (selenito y selenato de sodio). De ahi que los
resultados de esta investigacion permitieron identificar y determinar la dosis de selenito o
selenato de sodio quesindujo a mayor la capacidad antioxidante, contenido de fitoquimicos
y concentracion de ‘selénio en germinados de frijol caupi rojo, asi como generar

informacidn para futuras investigaciones.



I1. JUSTIFICACION

En la dltima*década se ha incrementado la demanda de alimentos ricos en minerales y
fitoquimicaS.que ayuden a reducir el riesgo de enfermedades cronicas (Morales-Morales et
al., 2016). Por.ello la nueva tendencia en la nutricion humana implica desarrollar nuevos
tipos de alimentas|funcionales. De ahi la importancia de considerar otras alternativas de
alimentos y disminuir-la_desnutricion. El presente estudio propone como alternativa el
consumo de germinadeSy de frijol, considerando que investigaciones recientes los
consideran como el “nueyo tipo” de verduras que ademas de proporcionar mayor valor
nutricional y reducir los antinutrientes que las semillas poseen y que impiden la
disponibilidad de los minerales-al consumirlos (Duranti, 2006), ademéas de contener
compuestos antioxidantes (Tyszka=€zochara et al., 2016).

Los germinados se consumen a nivel mundial como alimento fresco tradicional, de modo
similar, los germinados de frijoles sé distinguen por su palatabilidad, contenido de
compuestos antioxidantes y minerales, (Ferndndez-Orozco et al., 2008). Sin embargo, los
germinados por si solos no reunen la,calidad” natricional necesaria (Zou et al., 2014). En
este sentido, la germinacion y la biofortificacion 'son métodos para mejorar el valor
nutritivo de las leguminosas, induciende” cambios~"deseables en la disponibilidad de
elementos minerales, fitoquimicos y caracteristicas senseriales (Devi et al., 2015).

Se considera al Se como elemento esencial para el humano_al~ser componente principal de
selenoaminodcidos y selenoproteinas, interviene en multiples roles del crecimiento y
funcionamiento celular, es cofactor de las enzimas glutatiéngperoxidasa, yodotironina
deodonasa y tioredoxina reductasa, e interviene en la sintesis de ADN (Rayman, 2012). Por
lo tanto el objetivo del presente trabajo fue inducir la capacidad antioxidante, contenido de
fitoquimicos y concentracion de selenio en germinados de frijol caupi rejo ‘mediante la
biofortificacion con sales de selenio (selenito y selenato de sodio). De ‘ahi.que los
resultados de esta investigacion permiti¢ identificar y determinar la dosis de_selenito o
selenato de sodio que indujo la capacidad antioxidante, contenido de fitoquimiees y
concentracion de selenio en germinados de frijol caupi rojo, asi como generar informacidn

para futuras investigaciones.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614008516#b0130

I11. OBJETIVOS E HIPOTESIS
3.1 Objetivo‘general
Inducir la capacidad antioxidante, contenido de fitoquimicos y concentracion de selenio en
germinados de frijol caupi rojo mediante la biofortificacion con selenito o selenato de
sodio.

3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el crecimiento.y~rendimiento de los germinados de frijol caupi rojo

biofortificados con selenito-e’selenato de sodio.

2. Inducir el incremento en la actividad antioxidante y el contenido de fitoquimicos de
germinados de frijol caupifojosbiofortificados con selenito o selenato de sodio.

3. Inducir la concentracion de “selenio englos germinados de frijol caupi rojo

biofortificados con selenito o selenatode sodie:

3.3 Hipotesis

La adicion de selenito o selenato de sodio promueve la capacidad antioxidante, contenido
de fitoquimicos y concentracion de selenio en germinados de frijol caupirojo



IV. ANTECEDENTES

4.1 Generalidades e importancia del frijol caupi

El frijol caupi-[Vigna unguiculata (L.) Walp. subsp. unguiculata] es originario de Africa y
se encuentra dentro de las 159 especies del género Vigna distribuidas a nivel mundial en
zonas tropicales Y ‘subtropicales. Se agrupa en los subgéneros, Vigna, Ceratotropis,
Plectotropis, Sigmaoidetropis, Lasiosporon, y Haidonia (Campbell, 2014). El subgénero
Vigna comprende 40 “especies, siendo el de mayor importancia V. unguiculata (caupi o
frijol peldn), seguido de V. mungo, V. radiata, y V. subterranea (Revanappa et al., 2012).
Es cultivado desde la antigliedad principalmente por pequefios y medianos productores
(Avanza et al., 2012), fue domestieado en la region del Sahel de Africa occidental (Smykal
et al., 2015), se introdujo en Europa a partir de su centro de distribucion en Africa
(Bejarano et al., 2014).

El frijol caupi es una de las leguminosas.que juega un papel crucial en la alimentacién del
ser humano, debido a su bajo costd.y-eontenido de grasa, asi también por alto contenido de
proteina, de 23 a 25 %, de carbohidratos, 50 a'67 % (Devi et al., 2015), y fibra, 4 % (Igbal
et al., 2006). Se siembra para su constimoe=camo grano seco, verdura (ejote y germinados),
forraje y cobertera (Apaez-Barrios et al.#2013) en-tres continentes (Africa, América y
Europa). Dentro de las leguminosas, se encuentra entre~los primeros cinco lugares en
produccién mundial, después del frijol comin (Phaseolus_veélgaris) y el garbanzo (Cicer
arietinum) (FAO, 2017). Tomando en cuenta lo anterior, el frijol caupi es un componente
importante en la dieta humana, no obstante, contienen algunos compuestos poco deseables
en la semilla, denominados factores anti nutricionales tales como;~inhibidores de las
proteasa, lectinas, acido fitico, entre otros.

Los antinutrientes se unen al hierro o zinc para formar compuestos menossbiedisponibles
para la absorcion (de Almeida-Costa et al., 2006). La superficie mundial cosechada en el
afio 2017 fue de 12, 577, 845 hectareas con rendimiento promedio de 589 Kg.ha'(FAO,
2017). Mientras que en México, en el afio 2017 se obtuvo una producciéon de”839.08
toneladas, con una superficie cosechada de 302.38 hectareas, procedente de 6 estados de la
region sureste del pais (SIAP, 2017).



En Tabasco, los municipios con mayor produccion de frijol caupi son Comalcalco,
Cunduacén y Cardenas, donde junto con el frijol comun, es la principal fuente de proteina
de origen .vegetal entre la poblacion rural (Lagunés-Espinoza et al., 2008). Por
consiguienté,.adiferencia de otras leguminosas, éste podria considerarse como un alimento
funcional, dado” a que su contenido de fenoles estd relacionado con una actividad
antioxidante prometedora (Carunchia et al., 2015).

Ademés de sus benefieios nutricionales, esta leguminosa presenta un alto contenido de
importantes compuestos-bioactivos particulares que benefician a la salud humana, lo que
implica que pueden promover propiedades bioactivas Unicas que complementan otros
alimentos, estos compuestos bioactivos actlan como agentes antioxidantes, antidiabéticas,
carcinogénicas y antiinflamatorigs;”de manera que, el consumo de esta legumbre es como

una medicina natural (Rungruangmaitree y Jiraungkoorskul. 2017).

4.2 Compuestos nutricionales y funcionales

4.2.1 Proteinas y péptidos

Un grano de frijol caupi en promedigcontiene de 23 a 32 % de proteinas, de 50 a 60 % de
carbohidratos y aproximadamente 1 % de-grasa en base seca (Kirse y Karklina. 2015). El
contenido total de proteinas del frijol cauplyes apreximadamente de dos a cuatro veces
mayor que los cereales y tubérculos (Sebetha et'al., 2015),-y es semejante o igual a ciertos
tipos de carne (18-25 %), de ahi que se le considere la carne“te los pobres. Este contenido
proteico del caupi depende de la variedad, pues es complejo y Unico, incluye globulinas
(aproximadamente 16 bandas de proteinas), albuminas (aproximadamente 20 bandas de
proteinas), glutelinas (21 bandas de proteinas) y prolamina (una‘banda de proteina), la
proteina del caupi estd formada principalmente por una fraccion de globulina (50-70 %),
dividida en dos grupos principales: 11S (leguminosa) y fraccion 7S (vicilinah - vignina)
(Fernandes et al., 2012).

Se sabe que las albuminas y las globulinas son las principales proteinas de almacenamiento
en el frijol caupi, las fracciones de albumina en esta semillas varian entre 8.2 yi11:9 %.
ClasificAndose en proteinas enziméticas y metabdlicas, como la lipoxigenasay” los
inhibidores de la proteasa y las lectinas (Tchiagam et al., 2011). Las glutelinas son‘ la

siguiente fraccion de proteina principal, que comprende 14.4-15.6 % del total de proteinas,



seguida del alto contenido de prolina y glutamina (Tchiagam et al., 2011). Mientras que la
prolamina es el tipo de proteina de almacenamiento menos concentrado, varia de 2.3 a 5.0
% (Gupta'et al., 2010). Los aislamientos de proteina de esta leguminosa presenta una baja
proporcion/de-lisina / arginina, similar a la de los aislamientos de proteina de la soya
(Glycine max'L+),Jo que hace que el caupi sea un posible ingrediente funcional para reducir
el colesterol (Kanetro, 2015).

La singularidad y farcalidad de la proteina en el caupi depende principalmente de su
composicion de aminoacidos y de la utilizacion fisiologica de aminoacidos especificos
después de la digestion y la absorcion (Elhardallou et al., 2015). Hussain y Basahy. (1998)
demostraron que las proteinas del caupi estan compuestas por al menos 17 aminoécidos.
Entre los que destacan la valina,-eucina, fenilalanina y lisina en cantidades ligeramente
mas altas que las de los aminoacides que contienen azufre. Por otra parte, es deficiente en
los aminoacidos metionina y cisteina en'comparacion con otros cultivos (El-Niely, 2007).
Sin embargo, las semillas maduras_contienen una baja cantidad de aminoéacidos libres en
comparacion con los inmaduros, /sto, es prinCipalmente el resultado de la utilizacion de
aminoéacidos libres en la sintesis de proteinas durante el desarrollo de la semilla (Rangel et
al., 2004; Elhardallou et al., 2015).

Cuadro 1. Perfil de amino&cidos del frijol caupi-

Aminoacido esencial Cantidad€n_caupi (g 100 g proteina)

Histidina 1.85-2.47
Cisteina 0.84-1.08
Metionina 1.28-2.06
Isoleucina 4.17-5.46
Leucina 6.45-8.5

Lisina 7.3-8.74
Treonina 3.89-5.12

Fuente: Jayathilake et al. (2018).



También hay interés importante en los fragmentos derivados de proteinas llamados
péptidos,, los cuales se pueden usar en la prevencion o el tratamiento de trastornos
metabolic0s, eronicos. Los péptidos naturales se liberan como resultado de la hidrdlisis o
fermentacidn.-enzimatica, de manera que actlan favorablemente dentro del cuerpo
(Marques et al.y'2015). La capacidad de estos péptidos para crear condiciones fisiologicas
favorables para las funciones corporales adecuadas los hace "bioactivos”. Por ejemplo, se
reporta que los péptides, que estan clasificados como funcionales o biolégicamente activos
muestran  actividades~antihipertensivas, antidislipidémicas, antioxidantes, anti-
carcinogenicas, antidiabéeticas»y antimicrobianas (Barnes et al., 2015). Los péptidos
compuestos generalmente por,3.a 20 residuos de aminoacidos se liberan como resultado de
la protedlisis enzimatica de diversas proteinas animales y vegetales (Xiong et al., 2013).
Los resultados de hidrdlisis ejercen” sus funciones hipolipidémicos mediante la unién a
acido biliar, interrumpiendo micelas de“colesterol en el tracto gastrointestinal y la alteracion
de la expresion actividad de la enzima~adipocitico hepatica y el gen de las proteinas
lipogénicas (Marques et al., 2015). Ademés;<se descubrié que los aislados de proteina de
caupi ayudan a prevenir el desarrollo)de diabetes mellitus al imitar las acciones de la
insulina (Barnes et al., 2015). Por otro-fado,,se han demostrado que los péptidos de caupi
actlan como antioxidantes y ayudan en la prevencion-del cancer (Dominguez-Perles et al.,
2016). También se ha demostrado que los péptidos biodctivos poseen actividad citotoxica
selectiva contra una amplia gama de lineas celulares de céneer, tanto in vitro como in vivo
(Cicero et al., 2017).

4.2.2 Fitoquimicos y antioxidantes

Al hablar de fitoquimicos (compuestos bioactivos) nos referimos a las.sustancias naturales
benéficas pero no nutritivas generadas de forma natural, y son bioldégicamente\compuestos
bioactivos presentes en el reino vegetal (Berdowska et al., 2013; Chang et @l\;2016). Los
alimentos que son fuente de alto contenido de estos compuestos son llamados.alimentos
funcionales, término definido por Hasler, (2002) como todos aquellos alimentos integrales,
fortificados, enriquecidos o mejorados que proveen beneficios para la salud mas alla de la
provision de nutrientes esenciales, por lo que el consumo de alimentos funcionales, con alto

contenido de compuestos antioxidantes y fitoquimicos esté relacionado con el incremento



de estos compuestos en el cuerpo humano (Benavides-Mendoza, 2000). En consecuencia,
los alimentos funcionales se han convertido en una intervencion dietética para cuidar y
mejorar da salud contrarrestando los efectos negativos de la mala alimentacion por el ritmo
de vida actyal-de la poblacién. Razén de la importancia del analisis de los fitoquimicos; y
es que, estos ‘fitoquimicso suelen estar relacionadas la actividades bioldgicas (Zhao et al.,
2016).

Los polifenoles, flavoneides, antocianinas y taninos son un grupo diverso de fitoquimicos
presentes en las semillas-de leguminosas (Liyanage et al., 2014). Estos compuestos pueden
beneficiar a la salud humana aleeliminar los radicales libres y prevenir el estrés oxidativo en
el cuerpo (Zia et al., 2013).También tienen algunas funciones biol6gicas, que incluyen
antioxidantes, antiinflamatorios, anticancerigenos, hipolipidémicos, hipoglucemiantes y
actividad inhibitoria de enzimas (Marques et al., 2015).

Se ha encontrado gran diferencia intervarietal entre las variedades de caupi con respecto a
su contenido fenolico total (Xu y Chang2012). Adjei-Fremah et al. (2015) observaron que
el contenido fendlico total, los tanines condensados y la capacidad antioxidante de los
extractos de semillas de varias variedades de caupi varié de 46.48 £ 0.78 a 119.61 + 2.48
mg EAG 100 g, 0.16 + 0.005 a 0.22 ¥0:01 mg E€100 g 'y 53.20 + 1.26 a 136.41 + 2.11
umol L™ ET 100 g™ respectivamente.

La testa de la semilla también contiene apfoximadamente, 10 veces mas flavonoides en
comparacion con los cotiledones (Gutiérrez-Uribe et al.,” 2011). El 4cido cumarico y el
acido ferdlico son los acidos fendlicos mas abundantes enlos cotiledones de caupi,
mientras que, en la testa lo son el &cidos protocatéquico, p - hidrexibenzoico y cumarico. El
acido feralico es el Unico fendlico libre y el acido galico es el Unico fenélico presente en la
testa de semilla de capi. El contenido de acido merolico normalmente‘varia de trazas a 6.2
mg 100 g (Gutiérrez-Uribe et al., 2011). Xu y Chang (2016) informaron una alta
correlacion positiva entre los compuestos fendlicos y la actividad antioxidante, lo que
indica que la actividad antioxidante en las leguminosas estd predominadas por los
compuestos fenolicos.

Salawu et al. (2014) informaron que el contenido total de flavonoides en el frijol caupi
vari6 de 0.95 a 0.36 mg equivalentes de quercetina g, donde los cultivares con testa'de

semilla méas oscura tuvieron un mayor contenido total de flavonoides que los cultivares con



testablanca. Apea-Bah et al. (2014) reportaron flavonoides en la harina de caupi, las
principales subclases fueron flavonoles y flavan-3-ols. Del mismo modo Salawu et al.
(2014) encontraron que la testa mas oscura tuvo un mayor contenido de flavonoides totales
en comparacion con los cultivares de testa blancos.

El potencial antioxidante de las proteinas del caupi es bien conocido y se atribuye a los
péptidos con unagmasa molecular inferior a 3 kDa (Petchiammal y Hopper, 2014). Aunque
los mecanismos no_estan bien establecidos, los investigadores han encontrado una
correlacion positiva entrelas propiedades antioxidantes y los aminoacidos hidréfobos y los
aminoacidos aromaticos en los/péptidos de caupi. Ademas, algunos aminoacidos de cadena
ramificada, incluyendo leucing, isoleucina y fenilalanina, asi como aminoécidos aromaticos
como la tirosina, fenilalanina, triptéfano y el aminoécido que contiene azufre cisteina, estan
involucrados en propiedades antioxidantes debido a su capacidad para donar protones a los
radicales libres (Xiong et al., 2013).

Por otro lado, la germinacion mejora la €alidad nutricional de las semillas de leguminosas.
Doblado et al. (2007) encontraron,un incremento del 50 al 60% en la capacidad
antioxidante y un aumento en el contenido de xitamina C en el frijol caupi después de la
germinacion de las semillas. Luthriai-et al. (2014) indicaron la importancia de la
germinacién sobre el valor nutritivo desleguminesas; al observar un aumento en el
contenido de p- caroteno, actividad antioxidante, centenido fendlico y contenido de
flavonoides. Ademés, Khang et al. (2016) observaron que_el-contenido fenolico total del
frijol caupi blanco no germinado y del caupi blanco germinade’cambid con el tiempo, de
7.79 +0.02 a 19.46 + 0.09 mg EAG g™ peso seco, de 0 a 120 h respectivamente.

Del mismo modo, identificaron los compuestos fendlicos com@_ éaeido cafeico, acido
jeringo, vainillina, &cido ferdlico, acido sinépico, acido p- coumarico, acido benzoico, acido
elagico y acido cindmico. Aungue no hay informacion suficiente con respegeto al contenido
de vitamina C en semillas de caupi secas, un alto contenido de vitamina C fué_reportado por
Doblado et al. (2007) en semillas de caupi germinadas, que van de 23.3 a 25.2.m@.100 g™
materia seca.

El frijol Vigna es la leguminosa que ha sido cultivada de forma extensiva alrededor del
mundo al ser una fuente de energia, proteinas, vitaminas, minerales y fibra dietética,

principalmente en paises en desarrollo. El grano de este frijol contiene en promedio de 23 a
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25 %¢de proteinas y de 50 a 67 % de carbohidratos (Devi et al., 2015). La presencia del
contenido significativo de proteinas, calorias y algunas vitaminas solubles en agua hacen
que el caupi*sea un alimento prometedor; ademas, estudios recientes demuestran que la
germinacion.-de la semillas de esta leguminosa incrementa la biodisponibilidad,
digestibilidad\.y~ utilizacion de estos nutrientes, por ende sus germinados juegan un rol
importante en la alimentacion humana (Oboh et al., 2000). Ejemplo de esto lo mencionan
Mehta et al. (2007)‘quienes reportan un 19 % de aumento en el contenido de proteina cruda
de caupi después de germinar la semilla.

Uppal y Bains (2012) repartaren un incremento en el contenido de proteina cruda de 8 a 11
% después de germinar las semillas, lo cual se le atribuyé a la pérdida de peso seco,
principalmente a la degradacion_de los carbohidratos durante la respiracion celular en la
germinacion. Por su parte Hahm ‘et"al. (2009) revelaron una disminucion de 44 % en el
contenido de grasa, lo cual puede debersejal agotamiento de la grasa almacenada que ayudd
a las actividades catabolicas de la semilla durante la germinacion. Devi et al. (2015)
demostraron un aumento de 9.97 %_.en el contenido de calcio (Ca) durante la germinacion,
atribuido a la presencia de sales de calcio en €l agua utilizada durante el proceso (Ranhotra
et al., 1977). También sefialaron incrementos de 37.87 % en el contenido de vitamina C,

esto porque durante la germinacion hay sinteSis de Vitamina C (Bibi et al., 2008).

4.2.3 Compuestos anti-nutricionales

Los principales factores limitantes del consumo de caupi en la dieta de hoy en dia incluyen
una mala digestibilidad, la deficiencia de aminoécidos que contignen azufre y la presencia
de factores antinutricionales. La presencia de algunos tipos de compuestos fenolicos, como

proantocianidinas, acido fitico, taninos, hemaglutininas, glucosidos‘cianogénicos, acido
oxalico, dihidroxifenilalanina y saponinas, puede ser nutricionalmente dgsventajosa para
los seres humanos. Estos compuestos a menudo se denominan “anti-nutrientes”,
principalmente debido a, su capacidad para unir proteinas y quelatar iones.metalicos
divalentes (Ojwang et al., 2013); por lo tanto, reducen la utilizacion eficiente” de, los
nutrientes. Aparte de eso, los inhibidores de la enzima en el caupi, como los inhibidores de

la proteasa, también se consideran compuestos antinutricionales (Junior et al., 2017).
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El acido fitico (mioinositol 1, 2, 3, 4, 5, 6 hexakidihidrogeno fosfato) es la principal forma
de almacenamiento de fésforo en muchos frijoles secos. Se informa que el fitato disminuye
la biodisponibilidad de los minerales y proteinas esenciales como resultado de la formacion
de complejos-fitato-proteina y fitato mineral-proteina (Deshpande et al., 1984). Sinha y
Kawatra (2003)“informaron que el contenido de &cido fitico de caupi no procesado es de
836.0 mg 100 g®) Las fitocistatinas, que participan en una variedad de procesos
fisiologicos, incluidoseh desarrollo de semillas y la germinacién en leguminosas, pueden
actuar como inhibidoresde la proteasa. Actdan como pseudo-sustratos y se unen
estrechamente a la hendidura.del sitio activo de las proteasas de cisteina y, por lo tanto,
inactivan sus enzimas objetivo (Jénior et al., 2017). Esta informacidn es potencialmente (til
cuando se disefian pautas dietéticas’para el consumo de estas leguminosas al mismo tiempo
que se minimizan los posibles efectos.negativos. Sin embargo, se pueden usar métodos de
procesamiento adecuados para destruir’esos factores antinutricionales y mejorar los niveles

de biodisponibilidad, especialmente cuandose usa como alimento para bebés y nifios.

4.3 Proceso de germinacion de semillas

La germinacion se define como el™proceso fisioldgico mediante el cual emergen y
desarrollan a partir del embrion, las estructtras eseneiales para la formacién de una planta
normal. El proceso inicia con la toma de agua por la semilla (imbibicién) y termina con el
alargamiento del eje embrionario y entonces surgen una varietad de actividades anabdlicas
y catabdlicas, como la respiracién, la sintesis de proteinas y la movilizacion de las reservas
después de la absorcion de agua (Desai, 2004).

Cuando la semilla es germinada, existe un gran cambio en él perfil nutricional al
descomponerse los macronutrientes como, carbohidratos, proteinas, y'lipidos en nutrientes
mas pequefios como los aminoacidos y azucares solubles y con la emergenecia radicular
finaliza la germinacion y se inicia el crecimiento del hipocétilo y posteriorménte’ la.plantula
(Hermosillo-Cereceres et al., 2011).

4.3.1 Germinados

Los germinados son ampliamente consumidos en paises Orientales y Europeos desde la
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antigiedad y han mostrado tener un efecto benéfico sobre la salud al reducir el riesgo de
adquirir enfermedades e incrementar la longevidad (Ponce de Leon et al., 2013). Ademas,
los germinados representan una herramienta econdémica, sencilla y Util para mejorar la
calidad nutricienal y nutracéutica de cereales, cruciferas y leguminosas (Swieca, 2012).
Actualmente,“los_germinados estan ganando popularidad en los paises Occidentales, una
amplia variedad de germinados frescos se venden como nuevo alimento saludable, debido a
que son altamente nutritivos, y por su biodisponibilidad de minerales (Bains et al., 2014).
En México, el consumo-de germinados se reduce a una pequefia cantidad de la poblacién,
ya que solo se distribuye’en.eentros comerciales, restaurantes de comida china, tiendas
naturistas y aun dentro de la_ poblacién no se tiene el habito de consumo. La semilla del
frijol Vigna es poco conocida ‘enspresentacion de germinados; esto se debe a que existe
poca informacion sobre la preparaeién.de este tipo de alimento, ya que los germinados se
originaron en el continente asiatico (Ramas-Aguilar y Villanueva-Verduzco, 1998).

Un prerrequisito para la produccion de germinados, es la obtenciéon de los parametros
técnicos necesarios para el desarrollo.de sistemas eficientes de produccién; y con ello, tener
un aprovechamiento optimo de especies comosfrijol Vigna, las cuales contienen un gran
valor nutricional. Existe controversia respecto a la capacidad de conversién de semilla a
germinado. En frijol mungo (Vigna radiata)) se citan” relaciones de 1:5 y de 1:7, con un
ciclo de 3 a 4 dias, cuando los germinados se cosechan de.4.cm (Dominguez, 1992; Langer
y Hill, 1991); lo cual puede deberse a diferentes tamanes, de cosecha y afectaria la
palatabilidad del producto.

Al respecto Ramos-Aguilar y Villanueva-Verduzco (1998) encentraron que los mejores
coeficientes de transformacion en germinado de frijol mungo fue de 475 a los 7 dias con
30 unidades calor, y que los germinados mayores a 4.5 cm de longitud.adquieren un sabor
menos agradable; por lo que los autores sugieren que la fecha 6ptima de ceSecha debe de

ser a los 7 dias después de la siembra.
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4.3.2 Importancia de los germinados de frijol caupi en la nutricion humana

La importancia de los germinados no solo se debe al alto contenido de nutrientes, también
al contenido\..de, fitoquimicos con actividades antioxidantes y la disminucion de
antinutrientes coma@ taninos y &cido fitico (Pajak et al., 2014; Pal et al., 2017). Ya que al
formarse a partir de Ja~germinacion de las semillas aumentan potencialmente su riqueza
nutricional conforme se-desarrollan. Durante este proceso germinativo se pueden encontrar
nutrimentos que las semillas per si solas no tienen, en especial, vitaminas A, B, C, E (Gan
et al., 2017). Todos los germinados son nutritivos, debido a que contienen Ca, hierro (Fe),
magnesio (Mg), potasio (P) y fasfero (K), ademés de un alto contenido de fibra y carecen
de colesterol. Ademas, la germinacion suele provocar un aumento de compuestos
bioactivos que exhiben actividad antioxidante, contenido fendlico, aminoacidos y péptidos
(Lopez-Martinez et al., 2017).

Estudios recientes muestran qué la_germinacién en frijoles Vigna puede mejorar aln mas
los valores nutricionales y medicinalés de las semillas. Por un lado, conduce al catabolismo
y la degradacidn de los principales macronutrientes; como los carbohidratos, las proteinas y
los acidos grasos, acompafiado del aumento, de azacares simples, aminoacidos libres y
acidos organicos. Por otro lado, puede reducir los factores-antinutricionales e indigestibles,
como los inhibidores de la proteasa y la lectina (Aguileraset,al., 2013). Ademaés, puede
acumular algunos metabolitos secundarios en las semillas comestibles, como la vitamina C
y los polifenoles (Gan et al., 2017) Ademés, se han reportado semillas comestibles
germinadas con muchas bioactividades, tales como efectos antioxidantes, antidiabéticos y
anticancerigenos. Por lo tanto, la germinacion es una buena forma de mejorar los beneficios
para la salud de los consumidores (Sritongtae et al., 2017).

Ejemplo de esto lo mencionan Mehta et al. (2007) quienes reportan un incremento_del 19 %
en el contenido de proteina cruda de caupi después de germinar la semilla. Uppal y Bains
(2012) afirmaron un incremento en proteina cruda de 8 a 11 % después de germinar las
semillas, lo cual se lo atribuyo a la pérdida del peso seco, principalmente la degradacign de
los carbohidratos a través de la respiracion durante la germinacion. Por su parte Hahm et'al.

(2009) revelaron una disminucion del 44 % en el contenido de grasa, lo cual puede deberse
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al agotamiento de la grasa almacenada que ayudd a las actividades catabélicas de la semilla
durante” la germinacion. Devi et al. (2015) demostraron un aumento de 9.97 % en el
contenide” de*Ca durante la germinacion, atribuido a la presencia de sales de calcio en el
agua utilizada-durante el proceso (Ranhotra et al., 1977). También sefialaron incrementos
de 37.87 % en.el contenido de vitamina C, esto porque durante la germinacién hay sintesis
de Vitamina C (Bibi'et al., 2008).

4.4 Selenio

El selenio (Se) puede existir enrcinco estados de oxidacion: selenuro (2°), selenio elemental
(0), thioselenato (2*), selenito (4%) y selenato (6%). La presencia y la concentracion del Se
estd determinada por diversos factores tales como el pH, condiciones de 6xido-reduccion,
solubilidad de sus sales, interacciones bioldgicas y reacciones cinéticas (Trejo-Téllez et al.,
2012). El Se fue descubierto en el afio/1817 por el quimico sueco Jons Jacob von Berzelius
al evaluar la influencia de la forma inorgénica del elemento sobre los organismos vivos
(Kieliszek y Blazejak, 2016). 'ES_un oligoglemento no metal y ndmero atémico 34,
localizado en el cuarto periodo de la'tabla periédica en el grupo de los calcdgenos. En el
orden de abundancia de los elementos; ocupa el sexagésimo noveno lugar, es un elemento
bastante escaso ya que su contenido en la corteza-térrestre oscila de 0.01 a 2 mg kg™
(Gupta y Gupta, 2017). De los 88 elementos, este ocupa-el septuagésimo en abundancia.
Ademaés, es un metaloide natural que se recicla facilmente dentro de la litosfera, hidrdsfera,
atmosfera y biosfera (Paikaray, 2016).

La concentracion de Se en los suelos agricolas oscila entre 0.095 y 3.5 mg kg, con un
promedio general de 0.2 mg kg™ (Alloway, 2013); por lo contrario, en.sdelos seleniferos su
concentracion fluct(a de 5 a 1200 mg kg™ (Kaur et al., 2014). La persistencia y forma
predominante de este oligoelemento en el suelo estd determinada por su geologia,
condiciones climaticas, vegetacion, pH y presencia de microorganismos (Fordyce, 2013;
Jones et al., 2017). De manera similar al azufre (S), el Se puede existir en cinco.estados de
oxidacion, estas formas de oxidacion determinan su solubilidad y su disponibilidad( Frejo-
Téllez et al., 2012). El Se organico (Sey), selenito (Ses™) y selenato (Seg") son solubles &n
agua, y a su vez son las formas mas disponibles para la planta (Trejo-Téllez et al., 2012). El

selenito esta presente principalmente en suelos dxicos (oxisoles), en tanto que, el selenato
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estd presente en suelos de humedales anoxicos (Perrone et al., 2015). Al respecto, Spadoni
et al<(2007) mencionan que el selenito es menos movil que el selenato, y sobre todo que
pueden tener‘interaccion con otros elementos trazas en el suelo (Fe y Mn), lo que limita la
disponibilidad-del elemento. Por otra parte, la deficiencia de Se en los suelos esta presente
en 40 paises devdiversas partes de Africa, América, Asia, Europa y Oceania (Pilon-Smits,
2015); en tanto guey los suelos seleniferos se extienden principalmente en paises como
EE.UU, Canada, Colombia, Venezuela, Australia, India, Irlanda, China y Rusia (Fordyce,
2013; Perrone et al., 2015):

4.4.1 Selenio en las plantas

El Se es un elemento no esencial para las plantas superiores (Pilon-Smits et al., 2009). Sin
embargo, se considera un elementozbenéfico en cantidades traza. El contenido de Se en las
plantas es generalmente determinado pon la cantidad biodisponible de Se en los suelos y
factores de absorcion de las plantas (White, 2016). Aunado a lo anterior, las plantas
también absorben el Se del agua y_puede acumularlo en sus tejidos y volatilizarlo (Trejo-
Téllez et al., 2012). Las plantas absofhen el Sédel suelo como selenato (SeO,>) o selenito
(SeO3%); de manera que, la absorcién-del selenito”es por un proceso activo parcialmente
mediado por los transportadores de fosfate”y)acuaperinas (Li et al., 2008). En cambio, el
selenato es absorbido por medio de transportadores de stlfatos en la membrana plasmatica
(Terry et al., 2000). El selenato es tomado por la planta de_ufa manera preferente sobre el
selenito o compuestos organicos de Se, y es acumulado tanto_en raices como compuestos
organicos; mientras que el selenito tiende a acumularse enzlos tallos en forma de
compuestos organicos (Li et al., 2008).

Las plantas difieren en su capacidad de acumulacién de este elementa.en sus tejidos, con
base en esto se han clasificado en tres grupos: a) no acumuladoras, b) semi-acumuladoras y
c) acumuladoras. De manera que la concentracion de Se que pueden acumular. algunas
plantas pertenecientes a los tres grupos es de < 50 mg kg™, entre 50 a 100 mg kg ¢y de 100
a 1000 mg kg?, respectivamente (Trejo-Téllez et al., 2012; Perrone et al., 2045)= Por
consiguiente, las especies no acumuladoras contienen altas concentraciones” de
selenometionina (SeMet), selenocisteina (SeCys) y selenonio; mientras que las

acumuladoras contienen cantidades minimas de selenometionina y grandes cantidades de
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selenito (NaSeO3) y selenato de sodio (NaSeO,) (Trejo-Téllez et al., 2012). Los niveles
toxices'de Se en las plantas causan la generacion de radicales superoxido, la sustitucién del
S en proteinas por Se, la sustitucion de aminodcidos, cisteina (Cys) y metionina (Met), por
seleno aminoacidos (SeCys y SeMet) durante la sintesis de proteinas y la inhibicion de la

metilacion, lo.que.significa que el Se actia como un pro-oxidante (Sors et al., 2005).

4.4.2 Metabolismordelselenio en las plantas

Existe gran semejanza en’&l comportamiento quimico de compuestos organicos de Se y su
contraparte con el S. Sin embargo los compuestos organicos de Se tienen diferente
estabilidad, propiedades y reaccién (Back, 2011). El selenito es absorbido por la planta por
medio de transportadores de “fosfatos y acuapurinas. Por el contrario, el selenato es
absorbido por la planta por medio-de transportadores de sulfatos (Li, et al., 2008), ambos
procesos de absorcion son por transporte activo (Schiavon y Pilon-Smits, 2017a).

Una vez que el selenato es absorbido porilasplantas es transportado a los plastidios o puede
permanecer en el citoplasma, donde.es asimilado por la via de asimilacion del S (Terry et
al., 2000; Van Hoewyk et al., 2008)¢En esta ruta de asimilacion el selenato es activado por
la ATP sulfurilasa (ATPS) para formarjadenosin &’ fosfoselenato (APSe), que se reduce a
selenito en presencia de adenosin 5’fosfosulfato (APS)reductasa posteriormente a seleniuro
a través de una via no enzimaética en presencia de glutation (Schiavon y Pilon-Smits,
2017Db). El seleniuro se asimila en SeCis y SeMet, estos seleno-aminoacidos se incorporan a
las proteinas de forma no especifica y pueden causar toxicidad a la planta (Schiavon y
Pilon-Smits, 2017b). Los seleno aminoécidos también pueden ser eliminados mediante la
volatilizacion al convertirse en dimetilselenuros (Ellis y Salt, 2003),+Siendo el principal
producto de la fitovolatilizacion. En las plantas acumuladoras, la Se-'Cis es metilada y se
convierte en dimetildiselenuros para ser volatilizado (Terry et al., 2000);-asimismo, otro
mecanismo de detoxificacion de Se es a través de la formacion de Se elemental/(Gonzalez-
Morales et al., 2017).

Cuando los seleno amino&cidos se incorporan inadvertidamente en proteinas, en sustitucion
de cisteina y metionina, la funcion de la proteina se afecta, y por lo tanto puede existir'una
toxicidad (Malagoli et al., 2015). La mayoria de las plantas pueden metabolizar SeMet'‘en

dimetilselenuros, que puede ayudar a evitar la toxicidad (Terry et al.,, 2000). Otro
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mecanismo potencial de destoxificacion de Se en las plantas es la conversion de SeCys a
selenio’elemental y alanina (Van Hoewyk et al., 2008). Algunas plantas pueden ser capaces
discriminar.entre los anélogos Se y S, estas plantas pueden, por ejemplo, metilar SeCys en
metil-SeCys,.que sirve como mecanismo eficaz de desintoxicacion de Se ya que el metil-
SeCys no se incorpora en proteinas (Malagoli et al., 2015). Este proceso de metilacion esta
mediado por la; enzima SeCys metiltransferasa (SMT). Los taxones vegetales mas
conocidos que contiepen esta enzima son las denominadas plantas acumuladoras de Se. Sin
embargo, también se ha-encontrado SMT en el brécoli (Brassica oleracea L.), y metil-
SeCys en especies de Allium (Gonzalez- Morales et al., 2017).

Por otra parte, se ha reportado-que la adicion de Se incrementa el crecimiento de los
vegetales y la acumulacion de ‘carbohidratos en el cloroplasto (Mozafariyan et al., 2017);
ademas, en un estudio realizados€n. Arabidopsis thaliana se encontrd6 que el &cido
jasmonico vy el etileno reguld una reSpuesta de defensa a la acumulacion de Se (Van
Hoewyk et al., 2008).

4.4.3 Selenio en la salud humana

La carencia de Se en los alimentos proveca deficiencias y patologias en el ser humano,
afectando a méas de un billén de habitantes”en todo-el_ mundo (Nothstein et al., 2016), ya
que este elemento es indispensable como cofactor de«diversas enzimas, interviene en la
sintesis de hormonas en la tiroides, en la sintesis del ADN; en-el funcionamiento muscular,
entre otros (Puccinelli et al., 2017; Das et al., 2018).

4.5 Biofortificacion

4.5.1 Técnicas de biofortificacion y su importancia

La biofortificacion agronémica es una técnica rapida que se emplea parasincrementar la
concentracion del oligoelemento en la parte comestible del cultivo, mediante el uso de
fertilizantes. En tanto que la biofortificacion genética de plantas se lleva a cabo por técnicas
tradicionales de fitomejoramiento o ingenieria genética, y busca reducir el contenide de
antinutrientes, e incrementar la concentracion del microelemento (Hotz, 2013). Durante la
ultima década, los estudios de biofortificacion agrondmica con Se en germinados (se

incrementaron debido a que este elemento es importante tanto en animales como en
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humanos, y su deficiencia se relaciona con la disfuncion del sistema inmunitario, la
distrefia.muscular, la osteocondropatia, la cardiomiopatia, la enfermedad de Keshan, el
funcionamiento del sistema de defensa, problemas de capacidad productiva de los
rumiantes y el-dafio en las membranas de los globulos rojos (Back, 2011; Garcia-Bafiuelos
etal., 2011; Lgpez et al., 2012).

Los principales estudios se han realizado en germinados de interés (lenteja, soya, frijoles
Vigna, garbanzo, broceki, entre otros) puesto que constituyen una fuente de proteinas, fibra
dietética, carbohidratosy witaminas, fitoquimicos y nutrimentos esenciales en la dieta
humana (Murphy et al., 2018)yasi como para el aumento de compuestos bioactivos. Avila
et al. (2014) mencionan que sg incremento significativamente la sintesis de selenocisteina y
glucosinolatos en los germinados.de Brassica spp. biofortificados. Posteriormente Funes-
Collado et al. (2013), biofortificaron.germinados de lenteja (Lens culinaris L.), alfalfa
(Medicago sativa L.) y soya con selenito)y selenato de sodio, reportando que el contenido
de Se en los germinados esta en funcion defcontenido de Se de la dosis usada.

Arscott y Goldman (2012) aplicaron.selenatetde sodio en germinados de brocoli (Brassica
oleracea L.), frijol chino (Vignasradiata ‘L. Wilczek) y cebolla (Allium cepa L.)
encontraron que a bajas dosis de selenato-(127 pM/L™) se incrementaba el contenido de Se
en los germinados sin afectar el crecimiento de los“mismos. En estudios recientes con
germinados de brdcoli y mostaza (Brassica alba L. Rabenh), Bachiega et al. (2016) y
Bodnar y Koniecza (2016), hallaron que el contepido de Se se incremento
significativamente, sin embargo solo los germinados biofortificados con selenito de sodio
fueron capaces de convertir el Se inorganico en” seleno aminoacidos
(selenometilselenocisteina y selenometionina).

Por otra parte, Tyszka-Czochara et al. (2016) reportaron que al biofortificar geminados de
amaranto (Amaranthus cruentus L.) con Se, se incrementd el contenido dedetanina. En lo
referente a la biofortificacion genética, Kumar et al. (2016) han documehntado_aspectos
relevantes en el cultivo de lenteja (Lens culinaris Medik.), principalmente se busea_reducir
el contenido de fitoquimicos antinutricionales e incrementar el contenido de proteina eruda,
microelementos, carbohidratos prebidticos, folatos y vitamina B9. Por otra parte, Lyons et
al. (2005b) y Lyons et al. (2005a) evaluaron accesiones silvestres, comerciales: V.

poblaciones de trigo cultivados en Mexico y Australia, encontrando que el Aegilops
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tauschii y el centeno (Secale cereale L.) almacenaron 42 y 35 % mas Se en el grano en
comparacion con los otros cereales bajo condiciones de campo e hidroponia,
respectivamente.

Zhao et al. {2009) evaluaron 150 lineas de trigo harinero (Triticum aestivum L.) y 25 lineas
de trigo dure.\(Triticum durum L.), trigo farro (Triticum dicoccum L), trigo espelta
(Triticum spelta L) trigo escafia (Triticum monococcum L.), descubrieron que no hubo
significancia en la“‘concentracion de Se en el grano de los trigos harineros y duros; sin
embargo, en los trigos farra, escafia y espelta la concentracion de Se en el grano fue mayor.
Asimismo, Thavarajah et” al.»(2008) estudiaron el potencial genético de genotipos de
lentejas cultivados en diferentes”localidades, encontrando que la interaccién genotipo y
ambiente modificaron en hasta 58.3' % la concentracion de Se en la semilla.

Hasta cierto punto, la movilidad de/10s, oligoelementos, desde el suelo hasta la semilla esta
en funcion de los procesos fisiologices; los genes que se expresen y el ambiente de
crecimiento (Waters y Sankaran, .2011);“por lo que para establecer un programa de
biofortificacion genética es neCesario eomocer adecuadamente las condiciones de
crecimiento de cada cultivo. Al respecto, Watsen et al. (2018) proponen el uso de camaras
de crecimiento para optimizar el tiempode-obtencién de plantas mejoradas.

Al mismo tiempo, EI Mehdawi et al. (2018) y ‘Schiavon et al. (2015) estudiaron la
expresion de transportadores de sulfato/selenato (SULFR) y cuatro enzimas APS en
Brasicaceas acumuladoras y no acumuladoras, encontrando.que la alta concentracion de S
no obstaculizé los transportadores SULTR1; 2 y SULTRZ2; 1, y.Jas enzimas APS1, 2y 4 en
Stanleya pinnata, en comparacion con Brasica juncea. Por otra parte, Pilon-Smits y LeDuc
(2009) mencionan que la sobre expresion de la APS en B. Juncea puéede incrementar la
reduccion del selenato, y hasta duplicar la acumulacion de Se en tallos\y‘raices. Lo anterior
puede incrementar la tolerancia, acumulacion y posteriormente la volatilizacién de Se en
plantas transgénicas, que incluso tengan la capacidad de fitorremediar suelos.contaminados
con el oligoelemento (Bafiuelos et al., 2005).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Areasde estudio

La presente’investigacion se llevd a cabo en las instalaciones de la Division Académica de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, ubicada en la
carretera Villahermosa-Teapa Km. 25. Ra. La Huasteca, 22 seccion, municipio de Centro,
Tabasco, México; localizada a 17° 47' LN, 92° 57' LO y a 29 msnm, con promedio de 37
°C (CONAGUA, 2019);

5.2 Obtencion de la semilla

Se utilizaron semillas de frijol ‘caupi rojo. La siembra se establecié el 5 de noviembre de
2017, en bolsas de polietileno negre-de.30 cm de alto, llenadas con tepetzil (sustrato inerte).
Durante el ciclo del cultivo se aplicd la’'solucién nutritiva de Hoagland y Arnon (1950).
Para suministrar los microelementos en fa-solucion se utilizé el producto TradeCorp AZ®.
El pH de la solucién se ajustd ‘entre-5.5 y=6:0.con acido sulfurico. Se Aplicé 0.5 L por
maceta de solucidn nutritiva a partirde los tres dias después de la siembra (ds) hasta los 20
ds (Marquez-Quiroz et al. 2015).

Los primeros 20 ds, las plantulas recibieronina solueiénenutritiva al 50 % de concentracion
de la solucion de Hoagland y Arnon. En tanto que a partir-de los 21 ds y hasta el final del
ciclo, se aplico 1 L por maceta de la solucion nutritiva 100°% de concentracion, ademas
cada ocho dias se adiciond 2 L de agua para lavar las sales del sustrato. La semilla usada se
obtuvo en el ciclo agricola primavera-verano 2018 de acuerdo a fa'metodologia descrita por
Marquez-Quiroz et al. (2015).

5.3 Produccion de los germinados

Los germinados se obtuvieron por triplicado en el laboratorio de Desarrollo ‘de Recursos
bioticos de la Division Académica de Ciencias Agropecuarias (DACA) , de acuerdo con la
metodologia descrita por Fernandez-Orozco et al. (2008). Se pes6 75 g de semilladecfrijol
caupi rojo, por tratamiento y se desinfectaron en una solucién acuosa de hipoclorito de
sodio al 0.07 % por tres minutos, posteriormente se realizaron dos lavados con agua

destilada. Subsecuentemente, las semillas se remojaron en 180 mL de agua destilada con el

21



tratamiento correspondiente durante 6 horas, pasado el tiempo, se escurrid la semilla y se
coloeé’en una charola de plastico de 15 x 15 cm con papel filtro humedecido. Las charolas
se introdujeron en el interior de una cdmara de crecimiento (Lumistell® ICP-09),a 25 °C y
70 % de humedad relativa por cuatro dias.

El riego se realiza.cada 24 h después del ingreso de las charolas a la camara de crecimiento,
adicionando 20 mL de agua destilada con su tratamiento correspondiente. EI Se se aplico
de forma independientescomo selenito de sodio o selenato de sodio en concentraciones de
10, 20, 30 y 40 mg L™ ~dando un total de ocho tratamientos y un testigo (Cuadro 2), con
tres repeticiones, bajo un disefio completamente al azar. Trascurrido el tiempo de

germinacion, los germinados se lavaron con agua destilada y se escurrieron.

5.4 Disefio experimental y nalisis-gstadistico
Se utilizd un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones. Con los
datos obtenidos se realizaron pruebas dé Contrastes ortogonales a un o =0.05, mediante el
paquete estadistico SAS, version 9:4.para Windows (SAS, 2013).
Los contrastes ortogonales se utilizan cuandd se tiene un conjunto de tratamientos
cualitativos con estructura, de tal formagque es conveniente comparar un tratamiento contra
otro tratamiento o contra otro conjunto de tratamientes. Es decir, se prueban hipdtesis de la
forma:
Ho: 3t1-12-t3-14 = 0 vs Ha: 371-12-13-14 # 0
Esta hipotesis compara el efecto del tratamiento 1 contra el promedio de los tratamientos de
los efectos conjunto de los tratamientos 3 y 4. En general se prueban hipotesis de la forma:

t t t

Ho: X AMiti=0vs Ha: X Aiti#0,con X Ai=0
i=1 i=1 i=1
t

A la combinacion lineal de tratamientos: X Aiti se le llama contraste, en dondedosi
i=1

Son los coeficientes de los efectos de los tratamientos en el contraste.
t
Dos contrastes son ortogonales si: X' Ail Ai2 =0

i=0
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En general, el método de contrastes es util para las comparaciones pre-planeadas. Es decir,
los coentrastes se especifican antes de llevar a cabo el experimento y analizar los datos. En
el presente trabajo, los contrastes planeados fueron los siguientes:

1. T1vsF2+ T3+ T4+ T5 (tratamiento 1 contra tratamiento 2 + tratamiento 3 +

tratamiento 4 + tratamiento 5).

2. TlvsT6 +T7 + T8+ T9 (tratamiento 1 contra tratamiento 6 + tratamiento 7 +
tratamiento 8 #-tratamiento 9).
T2 vs T6 (tratamiento 2 contra tratamiento 6).
T3 vs T7 (tratamiento 3scontra tratamiento 7).

T4 vs T8 (tratamiento 4 centra tratamiento 8).

o 0k~ w

T5 vs T9 (tratamiento 5'contra tratamiento 6).

Cuadro 2. Distribucion de los tratamightos de Na,SeO3 y Na,SeO, para la biofortificacion
de germinados de frijol caupi rojo (Vigna.unguiculata).

Tratamiento Dosis (mg L™ del compuesto)
1. Testigo 0

2. NaSeO3 10

3. Na;SeO3 20

4. Na;SeO; 30

5. Na;SeO; 40

6. Na;SeO, 10

7. Na;SeO,4 20

8. Na,SeOQ, 30

9. Na,;SeO, 40

5.5 Variables evaluadas

5.5.1 Determinacion de las variables agronémicas

Para la determinacion de rendimiento, se pesaron los germinados en fresco en una bascula
digital (Ohaus, modelo CS200-001), posteriormente, se midio la longitud y el diametro del

hipocétilo de 30 germinados, por tratamiento, con un vernier digital (Caliper, modelo
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DC201-6). Se elimind la testa y se secaron a una temperatura de 50 °C hasta obtener peso
constante (72 h), posteriormente, los germinados se molieron en un molino de café (Krups,
GX410041V) y tamizaron con una maya No. 60. La muestra se guardé en bolsas de
polietileno,/_protegidas de la luz, a 4 °C para realizar los analisis posteriores

correspondientes.

5.5.2 Cuantificacion.del contenido mineral y proteina cruda

La concentracion total'deR, K, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn y Se se determiné utilizando el método
de microfluorescencia de(Rayes X (Micro-XRF), en un espectrometro (Bruker, Tornado
M4), en el Instituto Tecnologico de Conkal, Yucatan, México. El contenido total de
nitrogeno y de proteina cruda“(N“x 6.25) se determinaron mediante el método estandar
micro-Kjeldahl (AOAC, 2002).

5.5.3 Extraccion y cuantificacion de los.contenidos fendlicos totales, flavonoides,
taninos y capacidad antioxidante

Se utilizé como solvente de extraccion jacetonasal 80 %. Se tom6 0.1 g de la muestra y se
colocé en tubos falcon de 15 mL, posteriormentese le agregé 10 mL de acetona al 80 %,
los tubos fueron sellados para evitar fuga y'se llevaren.a maceracion durante 24 h. Pasado
el tiempo se centrifugd a 6000 rpm y a 4 °C, durante”15-min y se recuperd el sobrante
(extracto), el cual se almaceno a 4 °C para la determinacion.de.fenoles totales, flavonoides,

taninos y capacidad antioxidante.

5.5.4 Cuantificacion de fenoles totales (CFT)

El contenido de fenoles totales se determind colorimétricamente empleando el reactivo de
Folin Ciocalteu de acuerdo con la metodologia descrita por Sultana et al. (2009). Se realiz6
una curva de calibracion utilizando acido galico como solucién madre a una.cencentracion
de 10-100 pg mL™). Posteriormente en tubos eppendorf, se adicionaron 0.125 mL del
extracto, 0.625 mL de reactivo Folin- Ciocalteau diluido (1:10) y 0.500 mL de carbenato de
sodio (Na, CO3) al 7.5 %, se agitd en el vortex por tres segundos y se dejé reaccionar

durante 45 minutos bajo oscuridad, pasado el tiempo se leyo la absorbancia a una longitud
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de onda de 760 nm, los resultados se reportaron como mg equivalentes de acido galico por

gramo-de extracto seco (mg EAG g™ peso seco). Los analisis se realizaron por triplicado.

5.5.5 Cuantifieacion de flavonoides

El contenido 'de“flavonoides totales se determiné por el método propuesto por Barros et al.
(2010), el cual se basa_en la formacién de un complejo flavonoide-aluminio. Para ello se
mezclaron 500 pL delrextracto, 2000 pl de agua destilada y 150 uL de Nitrato de Sodio al
5 % (W/v), se agitd y se-dejo reposar 6 min, se adicion6 150 pL Cloruro de Aluminio al 10
% (W/v), se agitd y se dejd reposar 6 min y por ltimo, se adiciono a la mezcla 2000 puL de
Hidroxido de Sodio al 4 % y 200°uL de agua destilada, se agitd y se dejoé reposar 15 min y
se midio la absorbancia a 510 hm«*Se prepar6 una curva de catequina (0.0156-1 mM) con
agua destilada. Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de catequina por g de

muestra (mg EC g*) basado sobre pesa’Seco.

5.5.6 Cuantificacion de taninos

La determinacion de taninos se realizo por difereéncia entre el total de fenoles y fenoles no
taninos, mediante la precipitacion de;tos ,fenoles ' taninos con polivinilpolipirrolidona
(PVPP). Los fenoles totales se determinaronyutilizandosuna curva patréon de cido tanico
(10-100 pg mL™). Al extracto se le agregaron 100 mg dé.RVPP y 1 mL de agua destilada,
se agito en el vortex y se incubd a 4 °C por 15 min. Pasado_eltiempo se agito en el vortex,
se centrifugd a (3000 rpm, 4 °C, 10 min), se recogio el sobrenadante que contiene sélo
compuestos fendlicos simples que no son taninos (ya que estos seshan precipitado junto con
PVPP). Al sobrenadante se le determind el contenido fendlico. El total .de taninos se obtuvo
de la diferencia entre los fenoles totales y los fenoles no taninos. El contenido de taninos

totales se expresaron como equivalentes de acido tanico por g de extracto (Makkar, 2003).
5.5.7 Determinacion de la capacidad antioxidante

Para determinar la influencia de la biofortificacion en la capacidad antioxidante se
utilizaron los radicales ABTS Y DPPH.

25



5.5.7.4"Determinacion de la capacidad antioxidante por el radical ABTS

La capacidad antioxidante total se determind por el método espectrofotométrico del radical
libre ABTS,[cation radical 2,2—-Azinobois—(3—etilbenzotiazolin—6-sulfonato)], descrito por
Re et al. (1999), para lo cual en un frasco color ambar se puso a reaccionar una pastilla de
ABTS de 10 mg'en 2.5 mL de agua destilada con 0.0017g de persulfato potasio. La mezcla
se agitd vigorosamente, se cubrié con papel aluminio para proteccion de la luz y se dejé
reposar 16 h a temperatura ambiente, pasado el tiempo, se tomaron 1.7 mL de la reaccion
ABTS y se diluyé en etanoel absoluto aforado en un matraz de 100 mL; posteriormente se
ajustd la absorbancia a 0.800 £0.010 utilizando etanol absoluto.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante, se prepar6é un blanco con 0.50 mL de
acetona al 80 % y 0.950 mL de'metanol, se agitd en el vortex por 3 segundos y se ajusto el
espectrofotdmetro (RAYLEIGH), se’prepard un control utilizando 0.50 mL de acetona al
80 % y 0.950 mL de la solucion de/ABTS, para la muestra se mezclaron 0.50 mL del
extracto y 0.950 mL de la solucion ABTS; se agitd en el vortex por 3 segundos y se leyo la
absorbancia a 734 nm. Los resultados.se expresafon como mg mL™.

5.5.7.2 Determinacion de la capacidad-antioxidante’por DPPH

Se determiné por el método del radical libre 2,2 difenil-picrilhidrazilo (DPPH) de acuerdo
con la metodologia de Brand-Williams et al/ (1995), la«Cual, consistié en pesar 0.006 g de
DPPH vy diluirlo en metanol al 80 % y aforar a 100 mL en Un“matraz Erlenmeyer, se cubrid
con papel aluminio para proteccion de la luz y se dejoé reposar 1 h. Posteriormente se
prepard una solucion madre de Trolox para la curva de calibracién’(1000 puM), para lo cual
se pesaron 0.0125 g de Trolox, se diluyo en etanol absoluto y se afor6 en"un matraz aforado
de 50 mL.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante, en tubos eppendorf sesmezclaron 200
uL del extracto y 2 mL de la solucién DPPH, se agitaron en el vortex por 8 minutos y se
incubaron por 1 h, pasado el tiempo se agito en el vortex por 3 segundos y se.ley0 a una
absorbancia de 515 nm en un espectrofotometro UV/VIS Rayleigh modelo UV-2800.

Todas las mediciones se realizaron por triplicado.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

La germinacion y la biofortificacion son dos métodos practicos, naturales (caso de la
germinacion).y ampliamente utilizados en el mejoramiento de la concentracion y la
disponibilidad.de_nutrientes, asi como para reducir factores antinutricionales presentes en
las semillas de leguminosas, aumentar los beneficios para la salud y atenuar los efectos
adversos de las enfermedades por el estilo de vida reciente (Nelson et al., 2013). Un efecto
benéfico importante de-laybiofortificacion es que el rendimiento, nivel de Se, capacidad

antioxidante y algunos compuestos bioactivos se pueden mejorar significativamente.

6.1 Longitud, diametro y rendimiento del germinado

La longitud y el didmetro del hipocotilo son variables importantes debido a que su
medicion esta relacionada con el rendimiento de los germinados. Los germinados
producidos con la aplicacion de selenitoiy-selenato de sodio mostraron un reduccion en la
longitud del hipocétilo de 46.9"y 22.4 %<807mg L™y 40 mg L™) respectivamente, en
comparacion con la longitud del hipacotilo “‘de los germinados obtenidos en el testigo
(Cuadro 3). Al mismo tiempo, se observé-un incremento de hasta 9 % en el diametro del
hipocotilo al adicionar selenito y selenato d€ Sodio respectivamente, en comparacion con el
testigo. Sin embargo, los germinados producidos en preséncia de 40 mg L™ de selenato de
sodio mostraron un incremento en el rendimiento de 16.0.y21.4 % respectivamente, en
comparacion a los germinados del testigo.

La reduccion en la elongacion del hipocétilo de los germinados en’el presente estudio se le
atribuye al estrés que se generd por la concentracion de sales, lo‘que“concuerda con los
resultados obtenidos por Tie et al. (2018) quienes reportaronn que al adicinar mg L™ de Se
se disminuye en un 36.7 % la longitud de los germinados de frijol mungo,-€on respecto al
testigo. Por lo que las dosis utilizadas en el presente trabajo resultaron perjudiciales para el
crecimiento de los germinados de frijol caupi rojo. En consecuencia, el incremento en la
absorcion de Se se encauzO para sintetizar compuestos importantes, a sabery seleno
aminoacidos (Gardufio-Zepeda y Marquez-Quiroz, 2018). Algo similar ocurri6 en estudios

previos, donde se encontrd que altas concentraciones de Se en el suelo pueden resultar en

27



Cuardo 3. Longitud, diametro y rendimiento de los germinados de frijol caupi rojo
biofortificados con selenito y selenato de sodio.

Dosis Longuitud Diametro Rendimiento
Tratamientos (mg L™ (cm) (mm) (9)
1. Testigo 0 4.9 2.2 82.1
2. Na;Se0; 10 3.1 2.3 93.8
3. Na,SeO; 20 2.9 2.4 93.3
4. NaySeOs 30 2.6 2.3 95.3
5. Na,SeO; 40 3 2.3 84
6. Na,SeOy 10 4.6 2.4 94.7
7. Na,SeOy 20 44 2.4 96
8. Na,SeO, 30 4.5 2.4 99.7
9 Na,SeOq 40 3.8 2.2 95.3
Comparacion de tratamientos (valores. P de los contrastes ortogonales)
lys2+3+4+5 *x *k *
1V86+7+8+9 *% *% *%
2+3+4+5ys6+7+8+9 NS NS *
2vs 6 NS NS NS
3vs7 NS NS NS
4 VS 8 *x ** NS
5 VS 9 * ** *

*=significativo, **= altamente significativo al 0.05, NS= nofsignificativo (p < 0.05), nimeros 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8y 9 = tratamientos.

una menor tasa de crecimiento para los germinados biofortificados con Se (Lintschinger et
al., 2000); por lo tanto, los resultados del presente trabajo<demuestran que el rendimiento
puede reducirse significativamente bajo concentraciones elevadas-de selenito y selenato de
sodio. Estos resultados coinciden con los reportados por Arscott y Goldman (2012),
quienes encontraron que al adicionar 25 mg L™ de selenato se inefementé la biomasa,
mientras que al adicionar 240 mg L™ se decrement el rendimiento de ‘germinados de frijol
mungo en 34 %.

Asimismo, Narvaez-Ortiz et al. (2018) reportaron un incremento de la biomasa.en tomate
con la adicién de 10 mg L™ de selenito de sodio, sin embargo, al adicionar 207mg L se
decrementd el rendimiento en 5.2 %, siendo esto congruente con los valores reportadaspor
Funes-Collado et al. (2013), quienes al adicionar 1, 2.5 y 4 mg L™de selenito y selenato de
sodio concluyeron que al adiccionar 2.5 mg L™ de selenito y selenato de sodio ‘se
decrementa la biomasa de los germinados de alfalfa, soya y lenteja en 79.1, 87.5 y 56 %
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con respectivamente, mientras que al adicionar 4 mg L™ de ambas sales se inhibié el
crecimiento. De manera que a bajas concentraciones de las sales, se estimula el
crecimiento, mientras que a concentraciones elevadas funcionan como pro oxidante y en

consecuencia.se reduce el rendimiento (Sea-Lee, Kerdchoechuen y Laohakunjit, 2012).

6.2 Contenido mineral y proteina cruda total

Se ha demostrado que=la_deficiencia nutrimental en los alimentos es causa de diferentes
enfermedades para la pelilacion mundial y que quienes son mayormente afectados son las
mujeres embarazadas y ninos~(Lathamaq, 2002). Considerando lo anterior, la principal
fuente de minerales para la humanidad en su mayoria son las plantas.

La presente investigacion muestra direfencias significativas el incremento de algunos
minerales mediante la biofortificacioh con sales de Se (Cuadro 4). La adicién de 30 mg L™
de selenito de sodio incrementd el“contenido de Mn y Zn en 115 y 1046.3 %
respectivamente, con respecto a los germinados obtenidos en el tratamiento testigo.
Mientras que con la adicién de 40'mg, L™ detsélenito de sodio se incrementé el contenido
de proteina cruda total, N, P, K, Cay/Mg, y Fe en 10.1, 10.9, 112, 63.9, 69.9, 39 y 42.8 %
respectivamente, en comparacion con l0s-germinados obtenidos en el tratamiento testigo.
Por otra parte, la aplicacién de 30 mg L™ dé“selenate-de sodio incrementé el contenido de
proteina cruda y de N en 5.2 y 5.4 % respectivamente#Con, respecto a los germinados del
testigo, mientras que con la aplicacion de 40 mg L™ de seléndto de sodio, se incremento el
contenido P, K, Ca, Mg, Mn, Fe y Zn en 114.9, 85.1, 60.3,/19, 77.8, 61.5 y 1425 %
respectivamente, en comparacion con los germinados del testigo. El efecto del Se en el
contenido mineral de las partes vegetativas es variable dependienda_delcultivo. El K y Ca
estan involucrados en el mecanismo de tolerancia del Se (Hermosilo-Cereceres et al.,
2011).

Estos valores son congruentes con los datos reportados por Narvéez-Ortiz_et al. (2018)
quienes alcanzaron un incremento de 18.3 y 125 % en el contenido de P al adiciopar,2.5y 5
mg L™ de selenito en la solucién de riego. De igual manera reportaron un incremento de
23.5,9.5y 60 % en el contenido de K, Ca'y Mg respectivamente, al adicionar 2.5 mg 1#* te
selenito de sodio via fertittiego. Por su parte, Cuacua-Temiz et al. (2017) reportan que.al

adicionar 5, 15 y 25 uM L™ de una sal de Se se estimuld la absorcién de K en hojas de
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heliconia. En otro estudio, Hawrylak-Nowak (2008) reporta que la adicion 5, 25, 50 y 100
umolkdn:’ de selenito en germinado de maiz, incrementé el contenido de P, K, Ca'y Mg en
389.3, 228,476.7 y 23.6 % respectivamente, en comparacion con el testigo. Asimismo,
Hermosillo“Cereceres et al. (2011) incrementaron el contenido de Ky Caen 5.2y 144.4 %

respectivamente; con la adicion de 40 y 80 um L de selenato de sodio.

6.3 Contenido total de'selenio

Los resultados obtenidos.en el contenido de selenio mostraron diferencia significativa, los
valores se muestran en el ¢uadro 4. El contedido de Se oscilé entre 53.8 y 680 mg Kg™. La
biofortificacion con sales de selenio permitid la presencia del elemento en los germinados.
Con base en lo anterior se registré un incrementd conforme se acrecentaron las dosis de
cada sal, alcanzando valores de hastd 602.11 y 680.85 mg Kg™ con las dosis de 40 mg L™
selenito y 40 mg L™ de selenato dé“Sodio respectivamente, en comparacién con los
germinados del testigo.

Aunado a lo anterior, estudios recientes han<revelado ques las semillas y germinados de
leguminosas son altamente efectivas/enila acumtlacion selenio, a partir de una solucion de
riego, debido al alto contenido proteicoique las identifica (25- 40 %). En otras palabras el
tejido vegetal absorbe el selenio y lo metaboliza de“diferentes maneras, por ejemplo, la
incorporacion de selenoamindacidos y proteinas (Malagoli-et al., 2015). Por lo tanto estas
semillas se promueven cono acumuladoras de Se.

Esto justifica que los resultados de la presente investigacion sesasemejen a los reportados
por Tie et al. (2018) quienes al aplicar diferentes dosis de Se (0,4, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11 y 12 mg L™), reportaron incrementos en la concentracion total desélenio conforme se
increment6 la dosis (3.2 hasta 7,275.1 pg kg™) en germinados de.frijol mungo. Esto
coincide con lo reportado por Arscott y Goldman (2012) quienes encentraron mayor
concentracion de selenio en germinados de frijol mungo al adicionar una dosis mayor de
selenato de sodio. Lo anterior es congruente con los valores reportados por Diowksz et al.
(2014), quienes al adicionar 10 y 20 mg L™ de diéxido de selenio obtuvieron incrementos
de 30 y 47 % en el contenido de Se en germinados de lenteja (Lens culinaris) y /Soya

(Glycine max (L.)) respectivamente, en compraracion con el testigo.
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Cuadro 4. Contenido de proteina cruda‘total, nitrogeno (N), fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), manganeso (Mn),
hierro (Fe), zinc (Zn) y selenio (Se) en germinados de frijol caupi (Vigna unguiculata) en respuesta a la aplicacion de diferentes dosis
de selenito y selenato de sodio.

Tratamiento Dosis Proteina
cruda N P K Ca Mg Mn Fe Zn Se
(mg L™ (%) (mg Kg™* peso seco)
1. Testigo 0 34.6 5500 1647 49383 9386 12298 76.6 421.4 421 0
2. Na;SeO3 10 35.8 5700 1248 37496 7023 5369 58 349.3 1132 58
3. Na,SeO; 20 35.7 5700 470 18862 4654 2021 20.4 163.3 817 61.2
4. Na,SeO3 30 36.5 5800 1708 60769 10335 12982 85.4 427.1 4826  555.2
5. Na,SeO3 40 38.1 6100 3492 80984 15956 17100 60.2 602.1 602 602.1
6. Na,SeO, 10 335 5300 718 21636 3122 3534 17.9 1435 664 53.8
7. Na SeO, 20 345 5500 1098 30051 5446 6880 44.8 201.7 762 134.5
8. Na,SeO, 30 36.4 5800 830 27805 5427 5359 22.4 224.2 493 201.8
9. Na,SeO, 40 30.8 4900 3540 91438 15047 14638 136.2 680.9 1021  680.9
Comparacidn de tratamientos (valores P de los contrastes ortogonales)
1 VS 2 + 3 + 4 + 5 ** ** ** * ke *x ** ** ** ** **
1 VS 6 + 7 + 8 + 9 ns ns ** ** ** **% **% ** ** **%
2+3+4+5VS6+7+8+9 ** ** ** ** ** ** ** ** ** **
2 VS 6 ** ** ** ** ** **% **% ** ** **
3 VS 7 nS nS ** ** ** ** ** ** ** **
4 VS 8 ns ns ** ** **% **k *% ** ** **
5 VS 9 ** ** ** ** ** ** ** ** ** **

Los resultados son significativamente diferentes de los valores iniciales en P=/<0.001 en base a la prueba de contraste
ortogonal.*=significativo, **= altamente significativo al 0.05, NS= no significativo (p £0.05), nimeros 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8y 9 =
tratamientos.
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De igual'manera, Guardado-Felix et al. (2017) reportaron un incremento en el contenido de
Se de’59.y 115 veces al adicionar 1 y 2 mg L™ de selenito de sodio en germinados de
garbanzo; con respecto al testigo. Lazo-Velez et al. (2018) reportaron un incremento en el
contenido de/Selenio de 100 veces (7.16 y 26.7 mg kg ™), respecto al testigo (0.073 mg
kg'), conformela dasis aplicada se iba incrementando (25.4 a 62.2 mg L™ de selenito) en
germinados de soyasZhang et al. (2012) evaluaron siete dosis de aplicacion (0, 25, 50, 75,
100, 125 y 150 mg L3 de selenito de sodio en germinados de garbanzo, obteniendo un
contenido de Se de 5.851g-g ™" al adicionar 150 mg L™. En la investigacion de Avila et al.
(2013) se recalcd que el selenato de sodio incrementd en 35 % el contenido de Se en
germinados de brocoli (Brassica’oleracea var. italica), en comparacion con la aplicacién de

selenito de sodio.

6.4 Compuestos bioactivos

Por otro lado, existe escasa informacion sobre el efecto de la biofortificacion con Se en el
rendimiento, contenido mineral y €ontenido de_eompuestos bioactivos en germinados de
frijol Vigna; sin embargo, trabajos recientes enotros cultivos comprueban que durante la
germinacién de semillas se logra un incrémento en el contenido de algunos compuestos
bioactivos como la selenocisteina y glucosinolatos en_los germinados de Brassica spp.
biofortificados (Avila et al.,2014),de igual manera se ha‘logrado incrementar el contenido
de betanina al biofortificar geminados de amaranto (Amaranthus cruentus L.) con Se
(Tyszka-Czochara et al. (2016), ademas de incrementar bioactividades como la capacidad
antioxidante en germinados de lupino (Lupinus polyphyllus) con aplicion de Se (Zielinska
et al., 2008).

6.4.1 Capacidad antioxidante

Los antioxidantes protegen al cuerpo humano contra los radicales libres, evitanda_ el estrés
oxidativo y enfermedades. La adicién de 20 mg L™ de selenito de sodio incremefité:en 18.9
% la capacidad antioxidante, con respecto al tratamiento testigo, mediante el uso deliradical
ABTS. Mientras que la aplicacién de 20 y 30 mg L™ de selenato de sodio incrementé la
capacidad antioxidante en 52.8 % y 52.8 % respectivamente, en comparacion con ‘el

tratamiento testigo (Cuadro 5). Algo similar ocurrié al utilizar el radical DPPH, al
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presentarse mayor capacidad antioxidante en los germinados producidos con 20 mg L™ de
selenitd de sodio y 20 mg L™ de selenato de sodio, logrando incrementos de hasta el 373,
738.4 y 546,1 % respectivamente en comparacion con los germinados del testigo.

Los resultados-del presente trabajo presentan similitudes a los reportados por Zielinska et
al. (2008), quienes reportaron que al adicionar 8 mg L™ de selenito de sodio y 8 mg L™ de
selenato de sodio| en _ germinados de lupino (Lupinus polyphyllus), se incrementd la
actividad antioxidante~en 32 % y 21 % respectivamente, con respecto al testigo.
Concordante son los resultados obtenidos por Bachiega et al. (2016) quienes reportaron que
los germinados de brécolitbioforticados con 50 UM de selenato de sodio mostraron mayor
actividad antioxidante al emplear-el radical ABTS respecto al testigo.

6.4.2 Contenido de fenoles totales

En el presente trabajo las muestras con‘mayor capacidad antioxidante también tuvieron un
mayor contenido fendlico, lo que puedeexplicarse por el hecho de que los compuestos
fenolicos son los principales antioXidantes nattirales de los frijoles. La presencia de selenito
y selenato de sodio modifico estadisticamente ‘el’contenido fenolico total en los germinados
biofortificados en relacion a los germinados del testigo (Cuadro 5), siendo los germinados
producidos con las dosis de 20 mg L™ de"selénito de'sodio, y 10 y 20 mg L™ de selenato de
sodio quienes presentaron un mayor incremento en el contenido fendlico total con un 20.8
%, y 19.4 % y 19.4 % respectivamente, en comparacion a los-germinados del testigo.

Esto concuerda con lo reportado por Bachiega et al. (2016) quienes al biofortificar con 10
mg L™ de selenato incrementaron el contenido fenélico en 20.4'%respecto al testigo. Este
resultado se podria explicar con experiencias de otros autores como lo reportado por
Gasecka et al. (2015) quienes evaluaron la adicion de selenito y ‘selenato de sodio y
concluyeron que el contenido fendlico y contenido de flavonoides total sesincrementd en

32.2 %y 47 % respectivamente, con respecto al testigo.

6.4.3 Contenido flavonoides totales

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran diferencia significativa en” los
contrastes evaluados para el contenido de flavonoides totales (Cuadro 5), se logro ‘un
incremento de 10.7 % con la adicién de 30 mg L™ de selenito de sodio, en comparacién a
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los germinados del testigo. Lo anterior concuerda con lo reportado por Zhu et al, (2017)
quienes al aplicar 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg kg™de selenito de sodio en plantas de Codonopsis
lanceolata, alcanzaron incrementos del 56.7 % en el contenido de flavonoides con respecto
a las plantas_ del testigo.

Algo similar fue reportado por Thiruvengadam y Chung (2015), quienes al adicionar 5 mg
L de selenito de;s@dio_en plantas de rabano (Brassica rapa) incremenraron el contenido de
flavonoides en 43.7 %+en comparacion con las plantas del testigo. Sin embargo, con la
adicion de selenato de sqdio se decremento el contenido de flavonoides totales 86 % en
comparacion con los germinados del testigo. Al respecto, Chu et al. (2014) demostraron
que el Se incrementa la actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasa (enzima clave en
la biosintesis de compuestos fenolicos), lo que lleva a un decremento en el contenido de
fenilalanina (clave en el punto de partida para la sintesis de compuestos fenolicos). En este
sentido, los resultados del presente trabajo probablemente se debieron al incremento en la
actividad enzimética de la fenilalanina @monio-liasa al adicionar selenito de sodio, dicha

enzima también es clave en los meCanismos-de defensa vegetal.

6.4.4 Contenido de taninos totales

Los resultados del presente trabajo muestranigue hubo.diferencia significativa respecto al
contenido de taninos para los contrastes 1, 2 y 7/(Cuadre’5)-, Se registré un decremento del
17.8 % y 25 % con la dosis de 20 mg L™ de selenito de 50di6,y 40 mg L™ de selenato de
sodio respectivamente, en comparacion con los germinados del testigo. Estas disminuciones
se atribuyen al aumento de la actividad de la polifenol oxidasa y-etras enzimas catabélicas,
ya que en presencia de Se las enzimas se activan y esto resulta en_la“hidrolisis de varios
componentes, incluidos los carbohidratos, proteinas, asi como cempuestos fendlicos
(Deshpande et al., 1986).
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Cuadro 5. Capacidad antioxidante total (equivalentes de trolox/g de materia seca), fenoles
totales (equivalentes de &cido galico/g de materia seca), flavonoides totales (equivalentes de
catequinafg de materia seca) y taninos totales (equivalentes de &cido tanico/g de peso seco)
en germinados de frijol caupi (Vigna unguiculata) biofortificados con selenito de sodio y
selenato de sodio.

Capacidad antioxidante  Fenoles Taninos
Dosis ABTS DPPH (mgEAG Flavonoides (mgEAT

Tratamientos (mgde™) (mg ET g) (mg ET g) gh (mg ECg™) gh

1. Testigo Q 19.5 2.6 7.2 0.84 5.6

2. NaSeOs 10 18.8 9.1 5.1 0.87 4.8

3. Na;SeO3 20 23.2 12.3 8.7 0.92 4.6

4. NaySeOs 30 18.5 11.2 5.6 0.93 4.7

5. Na;SeO; 40 15.9 6.9 5.0 0.91 4.8

6. Na;SeO4 10 282 13.1 8.6 0.15 4.7

7. Na;SeOq 20 298 21.8 8.6 0.12 4.7

8. Na;SeOq 30 29.8 16.8 8.4 0.13 4.7

9. Na;SeOq 40 28.4 13.2 7.8 0.17 4.2
Comparacién de tratamientos (valores P-de los contrastes ortogonales)

1V82+3+4+5 NS ** ** ** **

1ys6+7+8+9 *% *% *k *% *k

2+3+4+5,56+7+8+9 *k fo ok ok NS

2 VS6 ** *x **% ** NS

3 Vs 7 ** ** ** ** NS

4 Vs 8 ** * **% ** NS

5 ng ** **x ** ** **

*=significativo, **= altamente significativo al 0.05, NS= no significativo (p < 0.05),
nameros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 = tratamientos.
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VII. CONCLUSION

La biofortificacion con sales de selenio modificé el rendimiento, capacidad antioxidante,
contenido de-eompuestos bioactivos y contenido de selenio de los germinados de frijol
caupi rojo. Elmayor rendimiento se alcanzé con la dosis de 30 mg L™ de selenito y 30 mg
L™ selenato de soflio, mientras que el mayor incremento en el contenido de selenio se
obtuvo con 40 mg” LA de ambas sales. Asimismo, la mayor capacidad antioxidante y
contenido de fenoles totales se obtuvo con la dosis de 20 mg L™ selenito y 20 mg L™ de
selenato de sodio, el contenido-de flavonoides se incrementd a partir de la adicion de 20 mg
L™ de selenito de sodio, mientfas que el contenido de taninos totales decrecié con la
aplicacion de las sales de selenio.Por tanto la biofortificacion de germinados con sales de
selenio se propone como una ‘alternativa viable para incrementar el contenido de
compuestos bioactivos, contenido nutritivo y contenido de selenio en los germinados de
frijol.

Con los resultados obtenidos en'el presente-estidio se sugiere que la aplicacion de selenito
de sodio podria ser un mecanismg\de defensa potencial contra patégenos en futuras

investigaciones.
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IX. ANEXOS
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Anexo 1.- Curva de calibracion de”Frolox para.cuantificacion de capacidad antioxidante
por DPPH.
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Anexo 2.- Curva de calibracion de Trolox para cuantificacion de capacidad antioxidante
por ABTS.
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Anexo 3.- Curva de calibracién de-fenales totales con acido galico.
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Anexo 4.- Curva de calibracion catequina para flavonoides.
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Anexo 5.- Curva de calibracién d térm:yara taninos.
-
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