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RESUMEN

La germinacion es una técnica empleada con éxito en programas de
biofortificacion. Sin embargo, la semilla que se utiliza para la germinacion
frecuentemente_ contiene una cantidad subdptima de microelementos, en
especial de hierro.(Fe) y zinc (Zn). Por lo que el objetivo del presente trabajo de
investigacion fue' estudiar el efecto de la biofortificacion con sulfato ferroso
(FeS0Q,) y sulfato de zinc, (ZnSO4) sobre la capacidad antioxidante, el contenido
de fitoquimicos, el contenido mineral y el rendimiento de germinados de frijol
caupi. El experimento se(desarrollé bajo un diseiio completamente al azar con
arreglo factorial 4x4. El Fe §e aplicd como FeSO4 (0,5, 10y 15 mM L") y el Zn
se aplicé como ZnSO, (0, 5, 170.y’»15 mM L™), para un total de 16 tratamientos
con tres repeticiones. «‘a adicién_mayor a 5 mM L” de FeSO, limitd el
crecimiento y rendimiento” del~germinado (P<0.05), mientras que la adicion
mayor a 5 mM L™ de ZnSO,.0casiond & reduccion del crecimiento, por otro
lado, la adicion mayor a 5 mM L#"de FeSQ4y ZnSO4 presentd mayor capacidad
antioxidante. Considerando el Conjunto de” variables respuestas en los
germinados, se concluye que loss mejores.iratamientos para biofortificar
germinados de frijol caupi con FeSO,4 y ZnSO, fueronyT2, T6, T10 y T14.

Palabras clave: Antioxidantes; fitoquimicos; germinades; biofortificacién.



ABSTRACT

Germination is a technique successfully used in biofortification programs.
However, the seed used for germination often contains a suboptimal amount of
microelements, especially iron (Fe) and zinc (Zn). The objective of the present
work was to" study, the effect of biofortification with ferrous sulfate (FeSO4) and
zinc sulfate (ZnSQ34) on the antioxidant capacity, phytochemical content, mineral
content and yield(of.bean sprouts Cowpea. The experiment was developed
under a completely randomized design with 4x4 factorial arrangement. Fe was
applied as FeSOq4 (0, 5,140 and 15 mM L'1) and Zn was applied as ZnSOyq (0, 5,
10 and 15 mM L™), for a total.of 16 treatments with three replicates. Addition of
5 mM L-1 of FeSO, limited gefmination growth and yield (P<0.05), while addition
of 5 mM L-1 of ZnSO, resulted in reduced growth, on the other hand, higher
addition To 5 mM L-1 ©of-FeSO75and ZnSO, presented higher antioxidant
capacity. Considering the (set of response variables in the sprouts, it was
concluded that the best treatments.for hiofortifying cowpea sprouts with FeSO4
and ZnSO,4 were T2, T6, T10 and/T14.

Key words: Antioxidants; phytochemicals; sprouts; biofortification.
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l.- INTRODUCCION

Se estima mas del 30 % de los habitantes en el mundo sufren de deficiencia de
Zn (Whiteset al., 2012) y alrededor de 3 mil millones se ven afectados por
deficiencia de Fe, particularmente es comun en poblaciones que dependen de
cultivos basicos \como alimento principal y tienen poco o ningun acceso a los
productos de origen animal (White y Broadley, 2009).

Los alimentos de ‘origen vegetal, aportan minerales esenciales y fitoquimicos
para el organismo; ¢sin, embargo, muchos de éstos, poseen propiedades
consideradas antinutrientés, como los inhibidores de las proteasas, lectinas y
acido fitico (Duranti, 2006).*Actualmente existe interés para incrementar el
contenido mineral de los alimentos (Zou et al., 2014). En este sentido, se sabe
que los germinados pueden prevenir enfermedades cardiovasculares (Benitez
et al., 2013; Fernandez-Qrozco et™ak,,2006), al ser consumidos como vegetales
frescos (Ren y Sun, 2014),(de’ modo Similar poseen antioxidantes, compuestos
fendlicos (Fernandez-Orozco et al.; 2009;.Ghiassi Tarzi et al., 2012; Kumari et
al., 2014), y un bajo contenido de(antinutrientes (Swieca y Gawlik-Dziki, 2015).
Por otro lado, los germinados se consumen®en-algunas partes de Asia, como
alimento tradicional, recientemente, su consumo)ha aumentado en Europa
occidental y América (Guo et al., 2011). La biofortifiecacién de germinados, es un
area de investigacion creciente e importante para asegurar una alimentacion
sana (Moraghan et al., 2006), particularmente en regiones‘marginadas o donde
existe deficiencia de hierro (Fe) y zinc (Zn) en la “poblacion, que son
actualmente zonas de alta prioridad (Baloch et al., 2014). Sin“embargo, existe
poca informacién de trabajos realizados en germinados biofortificados con
FeSO,4 y ZnSOq, por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar la
capacidad antioxidante y el contenido de fitoquimicos de los germinados de

Vigna unguiculata (L.) Walp biofortificados con FeSO,4y ZnSO,.



Il.- JUSTIFICACION

Hoy_.en dia existe un interés creciente en los germinados, debido a que las
semillas; poseen propiedades antinutricionales que no permiten la disponibilidad
de los-minerales al consumirlos (Duranti 2006). Por ello, es importante
considerar otras alternativas de alimentos para disminuir los antinutrientes. En
la presente investigacion se propone como alternativa el uso de germinados,
los cuales presentan cambios cuantitativos y cualitativos en el contenido de
compuestos bioactivos’y minerales (Swieca y Gawlik-Dziki 2015). Al respecto se
sabe que la calidad.de’ los germinados estd en funcion de la metodologia
empleada para la produecion_de la semilla y el almacenamiento que se le dé a
la misma, por lo que el proceso de produccion o las condiciones del proceso de
germinaciéon mejora el contenido de compuestos benéficos, y disminuye el
contenido de antinutrientes (Swieca y Gawlik-Dziki 2015). Los germinados se
consumen a nivel mundial-=ecomo“alimento tradicional, como vegetales frescos
(Rena y Sun 2014) y el germinado de frijol es distinguido por su palatabilidad,
ricos en compuestos antioxidantes: y contenido mineral (Fernandez-Orozco et
al. 2009).

En la actualidad, se ha incrementado/la demanda de alimentos con alto valor
nutritivo y ricos en fitoquimicos. Para garantizar estas caracteristicas en los
alimentos, se ha considerado que los germinados pueden cubrir de forma
satisfactoria la demanda nutritiva, sin embargo, los gérminados por si solos no
reunen la calidad nutricional necesaria (Zielinska-Dawidziak y Siger 2012; Zou
et al. 2014), por ello es importante la biofortificacion para incrementar los
minerales y al mismo tiempo contrarrestar los factores antinutricionales. Al
respecto, estudios realizados con germinados biofortificados, ‘se’encontré un
incremento en el contenido micronutrientes (Bouis et al. 2011),y mejora la
biodisponibilidad de los nutrimentos (Duc et al. 2010). Por lo anterior s€\busca
que los germinados biofortificados posean un contenido mayor de minerales,

facilmente aprovechables, por medio de la biofortificacion.



[ll.- OBJETIVOS

2.1¢ Objetivo general
Determinar la capacidad antioxidante y fitoquimicos en los germinados

biofortificados de Vigna unguiculata (L.) Walp.

2.2.- Objetivos-especificos

1. Evaluar el rendimiento y crecimiento de los germinados de frijol caupi
biofortificados con‘diferentes dosis de sulfato ferroso y sulfato de zinc.

2. Determinar la “capacidad antioxidante y los fitoquimicos en los
germinados biofortificados con sulfato ferroso y sulfato de zinc.

3. Incrementar el contenido)de hierro y zinc en los germinados de Vigna

unguiculata.
2.3.- Hipotesis
La adicion de sulfato ferroso y ‘sulfato de zinc afecta la capacidad antioxidante,

el contenido de fitoquimicos y el contenido mineral en los germinados de Vigna

unguiculata.



IV.- REVISION DE LITERATURA

44 .-sGeneralidades de las leguminosas

Las legaminosas (Fabaceas) son alimentos basicos para millones de personas,
en la actualidad, estan adquiriendo una funcién todavia mas importante como
cultivos comerciales. La importancia de las leguminosas se deriva por su gran
valor nutricional”a la dieta (FAO, 2016), son la segunda familia de mayor
importancia de cultivos después de las gramineas (Poaceas), representan el 27
% de la producciéonagricola mundial, y proporcionan 33 % de la proteina en la
dieta de los seres humanos (Smykal et al., 2014).

La familia tiene 800 géneros y 20,000 especies distribuidas en todo el mundo
(Lewis, 2005), entre las” leguminosas domesticadas mas antiguas, se
encuentran la soya (Glycine max,L.), lenteja (Lens culinaris Medik), chicharo
(Pisum sativum L.), la_haba (Vicia faba) y el frijol (Phaseolus vulgaris L.)
(Smykal et al., 2014), que.en.compafia de la produccion de cereales formaron
parte de la dieta de las™primerasCivilizaciones de Medio Oriente y el
Mediterraneo (Lopez et al., 2013). Los alimentos derivados de las especies de
ésta familia son ricos en proteina; .earbohidratos, fibra dietética, vitaminas del
complejo B (Lépez-Amords et al, 2006)," macroelementos (De Vega y
Sangronis, 2006), microelementos (Diaz et _ak, 2010), y fitoquimicos
(Bouchenak y Lamri-Senhadji, 2013). En México, eldrijol es uno de los cultivos
de mayor importancia, representa un medio importante~de ingresos para los
productores y en el sector agroalimentario son las fuentes principales de
nutrimentos, principalmente las del sector rural (Rodriguez-Licea et al., 2010).

4.2.- Produccion nacional de frijol

El frijol es un producto de gran importancia en la dieta nacional. Participa con el
2 % del valor de la produccion agricola y concentra 1.6 millones de hectareas
(SIAP, 2013). Existen mas de 70 variedades, entre negros, amarillos, blancos,
morados, bayos, pintos y moteados. En el afio 2012, la produccién de frijol
alcanzo 1.1 millones de toneladas, en el afio 2013, 1.3 millones de toneladas,

4



para el afio 2014, 1.2 millones de toneladas y para el afio 2015 hubo una
produccion de 0.96 millones de toneladas, con rendimiento promedio de 620 kg
ha'" (SIAP, 2016). Dentro de todas las variedades, se encuentra el frijol caupi

(V. unguiculata).

4.3.- Cultivo del frijol caupi

El frijol caupi es,una de las 159 especies del género Vigna que se encuentran
distribuidas en_.tedo el mundo, se agrupan en los subgéneros, Vigna,
Ceratotropis, Plectotropis, Sigmoidotropis, Lasiosporon, y Haidonia (Vijaykumar
et al., 2010). El subgénero Vigna comprende 40 especies, entre las de mayor
importancia agricola se _encuentra V. unguiculata (caupi o frijol pelén), V.
mungo, V. radiata, y V. subterrdnea (Vijaykumar et al., 2010). El frijol caupi es
una leguminosa tropical-subtrepical que ha sido cultivada desde la antigledad
por los pequefos y medianes* productores (Avanza et al., 2012), fue
domesticado en la regiéh/del. Sahel-de Africa occidental (Smykal et al., 2014),
se introdujo en Europa a‘partir de $ustentro de distribucién en Africa y en la
actualidad se cultiva en la region mediterranea (Bejarano et al.,, 2014). Se
siembra principalmente para su‘censumo.como grano seco y verdura, (Apaez-
Barrios et al., 2013) en tres continéntes (Afriea,.América y Europa). Dentro de
las leguminosas, se encuentra entre‘los primeros<cinco lugares en produccion
mundial por su alto contenido de proteina, de 23_.a 25 % y 50 a 67 % de
carbohidratos (Devi et al., 2015), vy 4 % de fibra (Igbal et al.,, 2006).
Considerando las caracteristicas mencionadas anteriormente el frijol caupi
puede ser un componente importante en la dieta humana, ‘sin embargo posee
algunas propiedades indeseables que son comunes en otras, semillas de
leguminosas, considerados como factores anti nutricionales\ tales como;
inhibidores de las proteasa, lectinas, acido fitico, entre otros (Giami, 2005).

La superficie mundial cosechada en el afio 2013 fue de 12, 517, 583 hectareas
con rendimiento promedio de 446.5 kg ha” (FAO, 2014), mientras“que en
México, en el afio 2014 se obtuvo una produccion de 1, 173.78 toneladas, con

una superficie de 337.54 hectareas cosechadas, procedente de los estados’de



la region sureste del pais (SIAP 2016). En Tabasco, los municipios de
Comalcalco, Cunduacan y Cardenas son los que mas producen frijol caupi, que
junto.con el frijol comun, es la principal fuente de proteina de origen vegetal
entre__la poblacion rural (Lagunes-Espinoza et al., 2008). Asi mismo en
comparacion con otras leguminosas, éste puede ser considerado como un
alimento funcional, debido a su contenido de fenoles relacionados con una

actividad antioxidante importante (Carunchia et al. 2015).

4.4 .- Antioxidantes

Los radicales libres de*oxigeno causan dafo oxidativo y se asocian con
diferentes tipos de enfermedades cardiovasculares, diabetes y desérdenes del
sistema nervioso (Cabrera»y_Serrano, 2014; Dixit et al., 2005; Tekale et al.,
2016). El consumo de antioxidantes contrarresta los efectos negativos de las
especies reactivas de oxigeno (ERO), por ello, Choe y Min (2005) indicaron que
los compuestos antioxidantes retrasan o previenen de forma significativa la
oxidacion.

En este sentido, existen antioxidantes naturales y sintéticos, sin embargo, este
ultimo, en niveles de alta dosis~de aplicacion pueden ser cancerigenos,
mientras que, los antioxidantes naturales sonsCapaces de neutralizar las ERO y
prevenir ciertas enfermedades (Jiang®y Xiong, 2016).

Asi mismo existen grupos de compuestos antioxidantes, como los enzimaticos
(superoxido dismutasa, glutation peroxidasas y catalasa) (Hadley et al., 2002),
hierro y vitaminas (vitamina C, vitamina E, y B-caroténo)’ (Benitez-Zequeira,
2006), polifenoles, flavonoides, y algunos pigmentos comoj/os carotenoides y
las antocianinas (Jiménez-Zamora et al., 2016). Muchos de_los compuestos
antioxidantes en la ingesta del ser humano se derivan a pactir de frutas,
verduras y legumbres en la dieta (Figueroa-Cares et al., 2010).“Asi' como los
antioxidantes, existen otras sustancias como los fitoquimicos que sonzbenéficos

para el hombre y se encuentran en alimentos de origen vegetal.



4.5.- Fitoquimicos

Los, fitoquimicos son sustancias naturales benéficas pero no nutritivas, se
producen de forma natural, y son biolégicamente compuestos activos que se
encueniran en el reino vegetal (Chang et al.,, 2016). Los alimentos con alto
contenido”de fitoquimicos son considerados alimentos funcionales y este
término es‘\definido por Hasler (2002) como todos aquellos alimentos integrales,
fortificados, enriguecidos o mejorados que proveen beneficios para la salud mas
alla de la provisién‘de nutrientes esenciales.

Se sabe que al“eonsumir alimentos funcionales, con alto contenido de
compuestos antioxidantes y fitoquimicos se relaciona con el incremento de
estos compuestos en el cuerpo humano (Benavides-Mendoza, 2002). En este
caso, los alimentos funcionales, se han convertido en una oportunidad para
cuidar la salud de la poblacién“que buscan seguridad y bienestar alimentaria,
para eso el analisis de los/fitoquimicos es muy importante debido a que suelen
estar relacionadas con su-actividades/bioldgicas (Zhao et al., 2016).

Por lo anterior, los germinados son‘censiderados alimentos funcionales que
proporcionan aminodacidos, fibra dietética, oligoelementos, vitaminas vy
compuestos fendlicos (Lee et al., 2013),ayudan a prevenir enfermedades
cardiovasculares, inflamacién cronica, cancer{ diabetes (Acosta-Estrada et al.,
2014). Por otro lado, en las verduras y hortalizas, las _condiciones agronémicas,
cosecha, poscosecha y elaboracién de los alimentes, influyen de manera
significativa en los niveles de fitoquimicos (Tiwari y Cummins, 2013; Williams et
al., 2013), por lo anterior, es importante el estudio y manejo de los factores
como el tiempo, temperatura, Ila humedad relativa durante ‘el proceso de
germinacién, ya que son importantes para determinar la calidad del germinado
(Davila et al., 2003).

45.1.- Fenoles totales

Los compuestos fendlicos estan formados por un anillo aromatico unida_por lo
menos a un grupo hidroxilo, se encuentran ampliamente distribuidos en el reino

vegetal (Choe y Min, 2009). Son los metabolitos secundarios mas abundantes



€n las plantas, en el afio 2010 se conocian mas de 8000 estructuras fendlicas
(Dai y Mumper 2010), algunos indispensables para su funcionamiento y otros
son utiles en los mecanismo de defensa bajo situaciones de estrés (Kim et al.,
2012).

Se ha ‘demostrado que existe una relacion entre los fenoles y la actividad
antioxidante, (Chon, 2013), debido a la capacidad de captura que tienen los
radicales libres*(Restrepo, 2015); por lo tanto, son considerados como un grupo
de antioxidantes. ‘naturales, que principalmente se encuentran en frutas,
verduras, y cereales” (Tekale et al., 2016), ademas, tienen propiedades
anticancerigenos, antitumoral (Pefiarrieta et al., 2014), antivirales (Lamien et al.
2005), entre otros. Los fenoles comprenden un promedio de 24 % de los fenoles

totales presentes en los alimentos (Adom y Liu, 2002).

45.2.- Taninos

Los taninos son un grdpo unico .de-metabolitos fendlicos que se distribuyen
ampliamente en casi todos«os* alimentos vegetales, contienen principalmente
grupos que forman complejos/fuertes con proteinas y otras macromoléculas
bajo condiciones particulares (Isaza, 2007); son conocidos por su capacidad
para unirse a otras macromoléculas como_los carbohidratos, proteinas,
mediante fuerzas covalentes y no covalentes=y_por su astringencia y sabor
amargo (Olivas-Aguirre et al., 2014).

Los taninos se dividen en dos grupos, de acuerdo a ‘susestructura quimica y sus
propiedades, taninos condensados e hidrolizables (Hassanpour et al., 2011).

1. Los taninos condensados ofrecen propiedades( fisicas y quimicas
heterogéneas, los cuales se traducen en diversas actividades biolégicas
como, antioxidantes, quimioterapéuticas, antiinflamatorias;\antitumoral y
antimicrobianas (Jin et al., 2013). Sin embargo, en "utricion son
importantes debido a la presencia de multiples grupos hidroxilos y
conducen a la formacion de complejos con proteinas, iones metalicos y
esto influye en la absorcion dietética de los nutrientes (Caldas y Blair,
2009).



2. Los taninos hidrolizables, por lo general, se encuentran en
concentraciones mas bajas que los condensados, son mas susceptibles
a hidrdlisis en condicion fisiolégica, permitiendo la liberacion gradual de
sus componentes (Olivas-Aguirre et al., 2014), son ésteres de acido
galico de alcoholes poliatomicos que forman carbohidratos y acidos
fenelcarbonicos bajo la accion de acidos y bases (Borisova 2015). Los
taninos~hidrolizables, tienen efectos positivos en la eliminacion de
radicales libres y especies reactivas de oxigeno, ademas, exhiben una
variedad de propiedades como antiinflamatorias, antialérgicas, efecto
antidiabético, actividad anticancerigena, propiedades antimicrobianas y

antivirales (Lee et al., 2010).

4.6.- Factores antinutricionales

4.6.1.- Acido fitico

El acido fitico y sus sales’ constituyenila principal forma de almacenamiento de
fésforo en granos de cereales y leguminosas (Martinez-Dominguez et al.,
2002), aunque, en esta forma-elser humiano no lo puede aprovechar, debido a
que el organismo por si solo no puede proddcir la enzima (fitasa) para hidrolizar
el acido fitico y liberar asi el fosforo de este compuesto (Sotelo et al., 2002). En
las plantas, es un compuesto con actividad antinutricional, debido a su alta
capacidad de formar complejos insolubles con ‘preteinas y minerales hierro
(Fe?"), calcio (Ca**), magnesio (Mg?*) y zinc (Zn*)*{(Liang et al., 2008), se
encuentra comunmente en cultivos de cereales y leguminosas y tiene un
impacto negativo principalmente en hierro y biodisponibilidad de zinc en las
dietas basadas en vegetales (Nair et al., 2015).

Una alta concentracién de acido fitico en los alimentos causayun. problema
principalmente a los vegetarianos, porque el contenido de algunos’ minerales
como el Fe y el Zn son similares, por lo tanto, la biodisponibilidad”de, estos
minerales puede estar comprometida (Febles et al., 2000). Se sabe @Que el

consumo diario de fitato para los seres humanos con dietas vegetarianas, en



promedio, es de 2000 a 2600 mg mientras que los habitantes de zonas rurales
con dietas mixtas de paises en desarrollo, es de 150 a 1400 mg (Reddy, 2002).

Sin” embargo, el consumo de alimentos con acido fitico también presenta
efectos~positivos sobre la salud, como anticancerigeno, reduccién de la
formacion de calculos renales, prevencion de enfermedades cardiovasculares
(Kumar etal.’2010) y actividad antioxidante (Graf y Eaton, 1990). El acido fitico
es un quelanteractivo de iones metalicos divalentes en semillas de plantas, la
mayoria de los euales se puede disminuir a largo plazo por diferentes técnicas
como el remojo, la coccion, el descascarillado, la fermentacion, el
almacenamiento, la radiacion y la germinacion (Kumar et al. 2010; Wang et al.,
2016).

4.7.- Germinacion

La germinacion es un proceso natural en el cual la semilla pasa de un estado de
latencia a un estado de“actividad, .cemienza con la absorcion de agua y termina
en el momento que sale lasfadicula; la reserva de carbohidratos se degradan,
para ser utilizados en la respiracion y la sintesis de nuevas células antes de
desarrollar el embrion (Vidal-Valverde et al4 2002), se reactiva el metabolismo
para dar paso a la hidrdlisis de proteinas,Sintesis de los carbohidratos, y
acumulacién de metabolitos (Caceres’et al., 2014);

Actualmente, los germinados estan ganando “popularidad en los paises
occidentales, una amplia variedad de brotes frescos*se venden como nuevo
alimento saludable, debido a que son altamente nutritives (Bains et al., 2014), y
por su biodisponibilidad de minerales (Guo et al., 2011). LaJimportancia de los
germinados no solo se debe a los minerales, incluso, diversos compuestos
antioxidantes (Kestwal et al., 2012; Pajak et al., 2014), compuyestos fendlicos
(Cevallos-Casals y Cisneros-Zevallos, 2010; Ren y Sun, 2014), y“antinutrientes
en menor proporcion (Kumari et al.,, 2014). En este sentido, Kaushik et al.
(2010), encontraron que la germinacion mejoré el contenido de calcie”(Ca),

cobre (Cu), manganeso (Mn), Zn, y contenido de vitamina C.
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De modo similar Sangronis y Machado (2007), evaluaron el efecto de la
germinacién en factores antinutricionales de frijoles y encontraron que la
reduccion del acido fitico fue de mas de 40 % para el germinado. La
acumulacion de compuestos bioactivos durante la germinacion puede variar
dependiendo del cultivar, la presencia de aditivos y aireacidén de la temperatura
de la solugion de remojo y tiempo durante la fase de absorcion de agua, y los

dias de germipacion (Watchararparpaiboon et al., 2010).

4.8.- Biofortificacion

En la actualidad, se estima que mas del 60 % de la poblacién mundial sufre de
deficiencia de hierrof_ mas del 30 % de zinc, 30 % de yodo (l) y
aproximadamente 15 % de selenio (Se) (White et al., 2012), por lo tanto existen
técnicas como la biofortificacion para poder revertir esa problematica. La
biofortificacion es definida por=Dwivedi et al. (2012) como el proceso de
aumento de las concentraciones biedisponibles de un elemento en las partes
comestibles de las plantassmediantesla intervencion agronomica o seleccion
genética. El objetivo principal-de-los programas de fortificacion de alimentos es
para incrementar el contenido desminerales’en la dieta, ademas de prevenir y
controlar deficiencia en la poblacién’humana.

Los resultados del incremento al contenido de“micronutrientes de los cultivos
basicos a través de biofortificacion son especialmente prometedores, y se han
realizado trabajos principalmente en frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) (Blair,
2013), frijol caupi (Marquez-Quiroz et al., 2015), maiz (Zeaumays L.) (Pachon et
al., 2009; Subbaiah et al., 2016), arroz (Oryza sativa L.) (Bashir et al., 2013), en
hortalizas como la cebolla (Allium cepa L.) (Almendros et al.), 2015), papa
(Solanum tuberosum L.) (Lagerkvist et al., 2016), chicharo (Pisbm sativum L.)

(Poblaciones y Rengel, 2016).

4.8.1.- Técnicas de biofortificacion

Existen diferentes técnicas para la biofortificacion, como la ingenieria genética,
por ejemplo se han desarrollado productos modificados como el arroz dorado
que ha sido manipulado para producir beta-caroteno, al realizar una
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modificacion del ADN utilizando informacién de la planta Narcissus
pseudonarcissus (Ye et al., 2000) o papas genéticamente modificadas para
alterar‘su composicion nutricional (Prescha et al., 2003).

Otro/método aplicado en la fortificacion de alimentos es durante el manejo
agrondmico del cultivo, con el fin de generar cambios en la composicion de los
alimentos de ‘origen vegetal, aplicando micronutrientes, como Fe, Zn, Se, |, que
ha permitido desarrollar productos como frijol caupi biofortificadas con hierro
(Marquez-Quiroz~et al., 2015), al igual que cebollas fortificadas con zinc
(Almendros et al.{ 20145), lechuga con yodo (Smolen et al., 2014), chicharo
fortificado con zinc (Poblaciones y Rengel, 2016), trabajos enfocados a las

necesidades nutricionalesde la poblacion.

4.9.- Importancia del zin¢ en plantas

El zinc (Zn) es esencial en la nutricion de las plantas. Es el segundo metal de
transicion mas abundante en organismos después del Fe, y el unico metal
representado en seis clasés™ de ‘enzimas (oxidoreductasas, transferasas,
hidrolasas, liasas, isomerasas;-ligasas (Broadley et al., 2007), en la que se
contribuye a la produccidén de energia, la.sintesis de proteinas y la regulaciéon
del crecimiento (Almendros et al., 2015).

La concentracion y absorcion de Zn se utilizas.como indicador del estado
nutricional de la planta (Hafeez et al., 2013; Mohammadi y Khoshgoftarmanesh,
2014). Asimismo, se pueden utilizar otros parametros.para estimar la calidad de
las plantas, como Zn soluble en agua, en &acidos o quélates diluidos (Alvarez,
2010), y el contenido de clorofila (Baglieri et al., 2014).

Sin embargo, el Zn procedente de los alimentos vegetales”es de menor
biodisponibilidad debido a la presencia de antinutrientes como™el acido fitico
(Rubio et al., 2007), y como resultado de la no biodisponibilidad, .numerosas
funciones de las plantas son afectadas (Cakmak y Kirkby, 2008), entre ellas,
causa la deficiencia de perturbaciones importantes en el crecimiento™y el
desarrollo, debido a la gran diversidad de funciones celulares y las(vias

metabdlicas directamente influenciadas (Pascual et al., 2016).
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Para mejorar las concentraciones y biodisponibilidad de zinc en tejidos
comestibles, existen estrategias agrondbmicas que generalmente se basan en la
aplicacion de fertilizantes minerales, optimizacion en la solubilidad y

movilizacion de elementos en el suelo (Blair, 2013).

4.10.- Zinc'en humanos

El Zn es un”elemento esencial para el organismo humano, se distribuye en
todos los 6rganos; tejidos, fluidos y secreciones (Torres-Dominguez, 2009), el
83 % del zinc en‘el cuerpo esta en musculo y hueso, en cantidades bajas en la
piel, el higado, los rifiones, el cerebro, el tracto gastrointestinal y la prostata
(Lopez de Romania et al., 2010).

Este elemento es un cofactor catalitico de mas de 80 enzimas conocidas y
participa en mecanismos quespermiten el transporte del didxido de carbono, en
los glébulos rojos, desde los tejidos hasta los pulmones; ademas de contribuir a
mantener la eficacia delsistema<inmunolédgico y la replicacion de los genes
(Schoolchildren, 2010).

Por otra parte, es un elemento-que presenta problemas de deficiencia en el
hombre, se estima que mas del 30~% de‘los 6 mil millones de habitantes en el
mundo sufren de deficiencia de Zn (White€t.al., 2012). Por otra parte, en
México la deficiencia de microelementos también.«es un problema de salud; en
ninos menores de once afos, se representa el 28.% de deficiencia (Rivera-
Dommarco, 2012).

Se ha considerado que la deficiencia de Zn ocupa el quinto lugar entre los
factores de riesgo importantes asociado con la enfermedad y la muerte, en
particular con los paises en desarrollo, especialmente nifios lactantes vy
menores de cinco anos (Das y Green, 2013), las diferentes. tipos de
enfermedades que se presentan son las alteraciones en desarrollo fisico, el
sistema inmunolodgico, la capacidad de aprendizaje, y aumenta el;riesgo de
infeccion, el dafio del ADN, y el cancer (Cakmak et al., 2010; Prom-u-thai‘et al.,
2012).
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La deficiencia de Zn se debe al bajo contenido de este elemento en los
alimentos que provienen de los cultivos (Hotz y Brown, 2004), y un método
rapide‘y eficaz de abordar la carencia de Zn en los suelos, cultivos y seres
humanes es aplicar fertilizantes de Zn durante la produccion de los cultivos
(Das y\Green, 2013). El cuerpo humano, contiene aproximadamente de 1.5 a
2.5 g de 4n (Torres-Dominguez, 2009) y la ingesta diaria recomendada en la
dieta es de 10.a15 mg (Wei et al., 2012).

4.11.- Hierro ensas plantas

Es un micronutriente, esencial, constituyente de macromoléculas importantes
para la respiracion, la fotosintesis, la sintesis de ADN, y el metabolismo (Briat et
al., 2010).

El hierro (Fe) junto con el cobre (Cu) sirven como cofactores criticos por los
componentes de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria y en el
cloroplasto, ademas, actua como aeeptor y dador de electrones en una serie de
procesos celulares clave, ‘in€luyendo Ja fotosintesis, la respiracion, asimilacion
del sulfato y la biosintesis de etileno (Palmer y Guerinot, 2009), aunque el Fe es
el cuarto elemento mas abundanteren la corteza terrestre, es poco biodisponible
en el suelo, ya que se une rapidamente aslas particulas del suelo y forma
complejos insolubles en condiciones aerobicas<a un pH neutro o alcalino
(Gomez-Galera et al., 2010).

4.12.- Funciones del hierro en el hombre

Las deficiencias de micronutrientes esenciales son responsables de la llamada
"desnutriciéon oculta". En la actualidad la deficiencia de Fe es\comun en la
nutricion humana. Se estima que alrededor de 3 mil millones de habitantes en el
mundo son afectados por esta deficiencia, particularmente en poblaciones que
dependen de cultivos basicos como alimento principal y tienen poco:6_ningun
acceso a los productos de origen animal (White y Broadley, 2009), mientras,que
en México se reporta un 26 %, principalmente en nifos menores de 11 @nos
(Rivera-Dommarco, 2012), por lo que la deficiencia interfiere en su crecimiento
y desarrollo.
14



El contenido total de hierro de una persona es aproximadamente de 3.5 a 4 g
en.la mujer y de 4 a 5 g en el hombre (Forrellat-Barrios et al., 2000), con
requerimientos de 8 a 18 mg dia™ (White y Broadley, 2005), esta cantidad de Fe
se utiliza para producir hemoglobina, ademas es un importante componente de
muchas. enzimas que son esenciales para el funcionamiento adecuado de las
células cerebrales, musculares y del sistema inmunologico (Schoolchildren,
2010).
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V.- MATERIALES Y METODOS

571 Area de estudio

El estudio se llevd a cabo en las instalaciones de la Division Académica de
Ciencias\vAgropecuarias de la Universidad Juarez Autébnoma de Tabasco,
ubicada en @l municipio de Centro, Tabasco, México; en las coordenadas 17°
46’ 56" N y«92° 57’ 28” O, a una altitud de 21 m sobre el nivel del mar, con
promedio de 37 2C. (CONAGUA, 2016).

5.2.- Obtencion'de semilla

Se utilizaron semillas defrijol caupi cv de “Castilla”. La siembra se realiz6 el 4
de julio de 2015, en bolsas'de_polietileno negro, de 30 cm de ancho por 35 cm
alto, llenadas con tepetzil (sustrato inerte). Durante el ciclo del cultivo se aplicd
la solucién nutritiva de Hoagland y Arnon (1950).

Para suministrar los micreelementos en la solucion nutritiva se utilizo el
producto TradeCorp AZ®. E\pH de da solucion se ajusté entre 5.5 y 6.0 con
acido sulfurico. Se aplicé 0.5 L 'por maceta.de solucidon nutritiva a partir de los
tres dias después de la siembra”(ds) hastados 20 ds (Marquez-Quiroz et al.
2015).

Los primeros 20 dds, las plantulas recibiran una“selucién nutritiva 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
al 100 % de concentracion, ademas cada ocho dias se_adiciond 2 L de agua

para lavar las sales del sustrato.

5.3.- Produccién de germinados

La obtenciéon de los germinados se realizé por triplicado, de acuerdo con la
metodologia descrita por Fernandez-Orozco et al. (2008). Se desinfectd 75 g
de semillas de frijol caupi, por tratamiento, con una solucion acuosa al’ 0707 %
de hipoclorito de sodio, posteriormente se realizaron dos lavados con @gua

destilada. Subsecuentemente, las semillas se sumergieron en 180 mL de agua

16



destilada con el tratamiento correspondiente durante 6 h, al finalizar el periodo
de.imbibicion se colocd en tres partes iguales en charolas de plastico de 15 X
15m con papel filtro humedecido.

Las charolas se colocaron en el interior de la camara de crecimiento, Lumistell®
ICP-09;.a 25 °C y 70 % de humedad relativa por seis dias. El riego se aplico
cada 24 h de la siguiente manera: en el primer y segundo dia después de la
siembra (ds), senadiciond 20 mL de agua destilada a cada charola, y a partir del
tercer dia y "hasta el sexto dia ds se aplic6 20 mL del tratamiento
correspondiente.

El Fe se aplic6 como sulfato ferroso (FeS0O4.7H,0, grado reactivo; 0, 5, 10 y 15
mM L™, y el Zn se aplico-€omo sulfato de zinc (ZnSO4.7H,0, grado reactivo; 0,
5,10 y 15 mM L), es de¢ir.un total de 16 tratamientos (Cuadro 1) con tres
repeticiones, bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 4x4.
Los factores fueron las dosis de ZnSO, y FeSO4 empleadas para biofortificar el
germinado. Después de/los, seis*ds, los germinados se lavaron con agua
destilada, y para medir el fendimientdo se procedido a pesar el germinado en
freso, y para la elongacion del~hipocatilo_se utilizaron 30 germinados como
grupo de muestreo, posteriormente, se secaron a una temperatura de 55 °C
hasta obtener peso constante (22 _/h), a «€ontinuacion los germinados se
trituraron y la harina fue guardada en bolsas de plastico y almacenadas a 4 °C,

para su analisis.

5.4.- Analisis estadistico y disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar-con arreglo factorial
4x4, con tres repeticiones. Con los datos obtenidos se realizd un analisis de
varianza y comparacién de medias, con la prueba de Duncan a‘un a=0.05. Los
anadlisis se realizaron con el programa estadistico SAS versién 9.4 para
Windows.

El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

ij=}J + AJ' + B + ABjk + Ejk, donde:

= factor A
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k= factor B

Y= observacion del factor j en el factor k.
p=sefecto de la media general

A= efecto del j-esimo factor A

Bk=efecto del k-esimo factor B

ABj= efecto de la interaccion del factor AY B

Ejx= el error experimental.

Cuadro 1. Distribucion de los tratamientos de FeSO4 y ZnSO4 para germinados
de Vigna unguiculata.

_ Dosis de FeSO, Dosis de ZnSO,4
Tratamientos 1 4
(mML™) (mML™)
T1(Testigo) 0 0
T2 0 5
T3 0 10
T4 0 15
T5 5 0
T6 5 5
T7 5 10
T8 5 15
T9 10 0
T10 10 5
T11 10 10
T12 10 15
T13 15 0
T14 15 5
T15 15 10
T16 15 15
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5.5.- Capacidad antioxidante total por el método ABTS

Se.determind por el método espectrofotométrico del radical libre ABTS [cation
radical 2,2—Azinobois—(3—etilbenzotiazolin—6—sulfonato)], descrito por Ramirez
et al. (2010). Se pesaron 100 mg de muestra en tubos eppendorf de 2 mL, se
adicion6“1.5-mL de solucion buffer a pH 7.2, se agité en el vortex por 30
segundos posteriormente se colocd en el ultrasonicador por 5 minutos, pasado
el tiempo correspondiente fue puesto en la centrifuga marca PRISMR durante
10 minutos a 11000, rpm a 4 °C, después se recogio el sobrenadante y se
colocé en otro tubo”eppendorf para la determinacion de capacidad antioxidante
total empleando el kit ftotal antioxidant status kit assay” de Calbiochem® que
consta de wuna solucidn amortiguadora (fosfato salino), cromogeno
(Metmioglobina y ABTS ® [cation radical 2,2—Azinobois—(3—etilbenzotiazolin—
6—sulfonato)], sustrato estabilizade (H,O,) y como estandar el analogo de la
vitamina E, Trolox (acide”6—hidroxi—2,.5, 7, 8— tetrametil croman—2—carboxilico)
1.5 mM (Miller et al.,1993)#Se prepararon los tres reactivos incluidos en el kit de
la siguiente forma: Al cromogeno y al sustrato se le agregaron 10 y 1.5 mL de
amortiguador (pH7) respectivaméente, al estandar se le agregé 1 mL de agua
gado HPLC.

El H,O, estabilizado y el cromdgeno se equilibraron’a 37 °C, exactamente cinco
minutos antes de ser utilizados. La absorbancia fue~determinada usando un
lector de microplaca marca BIOTEK ELx808 a 630 nm..El blanco se prepard
agregando 5 pL de agua grado HPLC en una celda y 2507yl de cromoégeno. En
otra celda se prepar6 el estandar, agregando 5 puL de Trolox y 250 uL de

cromogeno, y se leyd la absorbancia inicial (Ag) en ambos.

Los extractos de germinados se analizaron al colocar 5 plL'\.de. extracto
centrifugado y 250 uL de cromogeno, se mezclaron y se leyd la abSarbancia
inicial, se anadieron 50 uL del H,O estabilizado diluido, se mezclaron y se tomé
el tiempo de inicio simultaneamente. La absorbancia final (A) se midié después

de tres minutos del desarrollo de color. La temperatura se mantuvo a 36°C
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durante toda la prueba. La capacidad antioxidante en las muestras se calculo
afilizando una curva de calibracion con una R?=0.9934, con el estandar Trolox
(anexo 1). Los resultados se expresaron como mM de equivalentes de Trolox

por mg-de peso seco de la muestra.
5.6.- Determinacion de fitoquimicos
5.6.1.- Extraccion

La determinacion de fenoles totales se realizé mediante la técnica descrita por
Sultana et al. (2009), En tubos eppendorf se pesé 100 mg de muestra, se le
agrego 5 mL de acetona.-dgua (50:50), y se agito en el vortex por 10 segundos,
posteriormente se sonico por.cinco minutos y luego se colocaron en un agitador
rotatorio durante dos horas y luego se pasé a la centrifuga a 10000 rpm a una
temperatura de 4 °C durante 10 "minutos. El sobrenadante se separ6 con una

micropipeta y se colocé en.nuevos-tubos eppendorf.
5.6.2.- Fenoles totales

Se realizd una curva de calibracién utilizando acido galico como solucion madre
a una concentracién de 100 mg L™','s€ afora cén tina solucién de agua- acetona
50:50. Los estandares se prepararan en mMmairaces de 25 mL a una
concentracion de 7.5, 15, 30, 50 y 100 mg L™, se.aforé con agua: acetona

(anexo 2).

El contenido de fenoles se determind colorimétricamente‘utilizando el reactivo
de Folin Ciocalteu. Para la reaccién se colocé 50 pL del extracto, 200 uL del
reactivo de Folin Ciocalteu 1M, 500 uL de Na,CO; al 20 %, 5“mkL de agua
destilada, antes de la lectura de las muestras se incubaron y se'de€jg reposar
por dos horas, después de este tiempo se midio la absorbancia a 750'hmyen un
espectrofotémetro UV-VIS marca GENESYS ™ 10S. Los resultados se
expresaron como mg de equivalentes de acido galico por gramo de muestra
(mg EAG g™).
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5.6.3.- Determinacién de taninos hidrolizables

La-cuantificacion se realizd6 siguiendo la metodologia descrita por Makkar
(1993), se colocd 800 pL de la muestra, luego se agregé 800 pL del reactivo de
Folin-Ciecalteu y se mezcld, dejandolos reaccionar por cinco minutos, después
de este tiempo, se adicion6 800 pL de carbonato de sodio (0.01 M) y se mezclé
dejandolo reposar de nuevo por cinco minutos. Finalmente, se diluyo la solucién
con 5 ml de agua destilada y se midi6 la absorbancia a 790 nm en el
espectrofotdmetroUV-VIS marca GENESYS ™ 10S.

Para calcular la coneentracion de taninos hidrolizables en la muestra, se realizd
una curva patrén utilizando 5, 10, 15, 25, 50 y 100 mg de acido tanico como

estandar (anexo 3).

5.6.4.- Cuantificacion de taninmes condensados por HCI butanol

Para la determinacion de taninos condensados, se utilizd la metodologia
descrita por Terrill (1992);~en tubos/de ensaye se colocaron 0.5 mL de la
muestra o el estandar, sobre/este sé agregaron tres mL de acido clorhidrico
(HCI):Butanol (1:9) y 0.1 mL de reactivoferrico. Los tubos se taparon, dentro de
los tapones se colocaron empaques, para.€vitar la evaporacion del butanol.
Todos los tubos fueron calentados por1 h en‘unbafo maria a 100 °C.

Una vez transcurrido el tiempo, se dejaron enfriaf a temperatura ambiente y se
leyo la absorbancia en un espectrofotdmetro UV-VIS marca GENESYS ™ 10S
a 460 nm. La cantidad de catequina en las muestras fue calculada por medio de
la ecuacion resultante de las lecturas de la curva ‘patron con catequina,

utilizando concentraciones de 50, 100, 250 y 500 mg (anexo 4).

5.6.5.- Determinacioén de acido fitico

El &cido fitico se determiné por el método descrito por Haug y Lantzsch (1983),
en la que el acido se precipita con una solucion de hierro. La técnica de
extraccion consistié en pesar 0.5 g de muestra, se agregé 10 mL de HGI'a 0.3
M, se agité por 30 segundos en un vortex (marca GENIE 1 MODELO TOUCH

MIXER), luego se coloco en un sonicador por 5 minutos, posteriormente se dejo
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reposar 1 h a temperatura ambiente, luego se volvié a sonicar por cinco minutos
y se dejo reposar una hora mas, posteriormente se centrifugd (HERMLE labnet
Z206A) a 6000 rpm durante 10 minutos y se recogi6 el sobrenadante.

Después, a 2 mL de cloruro de hierro (FeCly) al 2 % se agregd 2.5 mL de
sobrenadante, se agitdé con el vortex por 30 segundos, y luego se puso a
calentar enun bafio maria a 120 °C por 30 minutos, posteriormente se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se centrifugé a 6000 rpm durante 15 minutos,
se recogio el sobrenadante y se agregé 3 mL de hidréxido de sodio (NaOH).
Después a temperatura ambiente, se agregd 2 mL de 2-bipiridina.

La absorbancia se midi¢-inmediatamente a 600 nm en el espectrofotometro UV-
VIS marca GENESYS'™ 10S. La curva de calibracién de fitato fosforo se
realizé con fosfato monobasico de potasio (KH,PO,). Primero se prepard una
solucion patron de 50 ppm y Se)hicieron diluciones para 0.05, 0.1, 0.5 y 1 ppm
(anexo 5). El resultado se expresé en mg de acido fitico por gramo de muestra

(mg AF g ' de muestra):

5.6.- Contenido mineral

El contenido de nitrégeno (N) Se~determiné _con el método Dumas (1831), el
fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca), azufre”(S), hierro (Fe) y zinc (Zn) se
determind por espectrometria de * emisién “6ptica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES ICAP® 7200 Duo, Thefmé Fisher Scientific), previa

digestion humeda.
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VI.- RESULTADOS Y DISCUSION

Lasmedicion de la elongacion del hipocdtilo es una variable importante, porque
se relaeiona con el rendimiento. En las interacciones, los tratamientos T6 y T2,
presentaron disminucion de 57 y 58 % respectivamente en comparacion con el
testigo (cuadro 2). Por otra parte, el aumento de la concentracién de Fe y Zn
afecta negativamente la elongacion del hipocotilo, en este sentido, se presenté
una disminucion-€ntre 38 a 56 %, y de 17 y 40 % en aplicaciones de Fe y Zn,
respectivamente (figura 1A).

El peso fresco se inctementd 26.5 % con la aplicacion de 15 mM L™ de ZnSO,
en comparacion con el _testigo, mientras que, en los tratamientos con FeSO,4
disminuyé 28 % (figura 1B)."Por otro lado, el tratamiento T4 tuvo un incremento
de 18.9 %, mientras que el résto de los tratamientos tuvieron una disminucion
respecto al testigo.

En cuanto al efecto en/el.decremento de la longitud del germinado, estos
resultados se asemejan a@‘\los reportados por Wei et al.,(2013), quienes
mencionan que al aplicar mas-de 0.25 g’'L*' de FeSO, se inhibié el crecimiento
de los germinados de arroz, mientras que-Zielinska-Dawidziak y Siger (2012),
mencionan que el crecimiento de(los germinados es inhibido a partir de la
aplicacion de 20 mM L de FeSO,, sin embargos“el crecimiento no se detuvo.
Por otra parte Zou et al., (2014) reportan un aumento de 19 % de peso fresco
en germinados de soya biofortificados con ZnSO4, mientras que Przybysz et al.
(2016) reportan un decremento de 13, 16.1, 32.3 y 68.7%.€en el peso fresco de
los germinados de frijol mungo, alfalfa, rabano y brocolivrespectivamente, en
comparacion con el testigo, al adicionar 36 mg L' de FeSO, durante la
germinacion.

El bajo crecimiento de los germinados del presente estudio se debe_al estrés
gue se genera por las altas concentraciones de sales, al respecto HussSein et al.
(2007), indican que existe una relacion negativa entre el crecimiento vegetativo
y el aumento de sales en un cultivo, de modo similar Nagajyoti et al. (2010),

mencionan que los altos niveles de Zn causan toxicidad y provocan la
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disminucién en el crecimiento y el desarrollo en diversas especies de plantas,
entre las que se encuentra el frijol y de acuerdo con Lindh (2013) las dosis
extremadamente altas de elementos toxicos pueden conducir a la muerte de la

planta.

Cuadro 2. Longitud y rendimiento del germinado biofortificado con sulfato
ferroso y sulfate“de zinc.

Tratamiento Longitud del germinado (cm) Rendimiento (g)
T1 14.91°2 80.6%°
T2 6.21° 69.7 *°
T3 4.53 P 76.12°
T4 3.74 95.9 2
T5 3.75 53.1°
T6 6.35° 66.0 *°
T7 4.79/° 72.1%°
T8 3.23' 67.8 ™°
T9 2:81 51.3°¢
T10 4,24 > 61.9 ™
T11 3.52°% 60.6 ™
T12 3.26 66.3 ™°
T13 2.91 53.6 °
T14 3.37 52.3°
T15 2.36 ¢ 53.5°
T16 4.28 P 7109 *°

*Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales (P< 0.05).T 1=testigo.
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Figura 1. Longitud«(A) y rendimiento (B) de los germinados de frijol caupi
biofortificado con hierro_y zinc.

Los resultados de la capacidad antioxidante en los germinados biofortificados
presentan diferencias significativas (P< 0.05), entre las dosis ZnSO,4 y FeSO4
con valores que oscilan entre"0.1705 y 0.7287 mM Trolox g™'. Al respecto los
tratamientos T2 y T15 mostraron la_mayor capacidad antioxidante con respecto
al testigo, mientras que _-os tratamientos T7 y T11 presentaron las
concentraciones mas bajas._(figura®2):x Los resultados indican que los
tratamientos con dosis de zinC_.son l0s_/que presentan mayor capacidad
antioxidante.

Los antioxidantes protegen al cuerpo humane .contra los radicales libres,
evitando el estrés oxidativo y las enfermedades relacionadas. Por lo anterior, se
analizé la capacidad antioxidante de los germinados, biofortificados Fe y Zn,
teniendo resultados superiores a los obtenidos por Kumari et al., (2014) en
harina de germinados de soya sin biofortificar, mientras que, son similares a los
reportados por Kujawska et al., 2016, que obtuvieron mayor capacidad
antioxidante en germinados regados con agua destilada en comiparaciéon con
los biofortificados con Fe. De ahi que Kumari et al. (2014), mencionen que la
capacidad antioxidante después del remojo y la germinacién, podria‘ser una
respuesta que se inicia después de romper la latencia, para proteger el
crecimiento del hipocdtilo contra las reacciones oxidativas provocadas” por

factores ambientales.
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Figura 2. Capacidad antioxidante de germinados biofortificados de frijol caupi.

Respecto al contenido de fenoles totales, presentaron diferencias significativas
(P<0.05) en la aplicacion de FeSO4 y ZnSO,4 con valores que oscilan entre 4.2y
8.1 mg EAG g, dondeslos ‘tratamientos T9 y T5 presentaron la mayor
concentracion de fenoles con respecto al testigo, presentando incrementos de
38.8 y 50 % respectivamente. (figura 3).

Los germinados de leguminosas_tienen potencial nutracéutico que suele estar
relacionado con el contenido de compuestosfendlicos que exhiben propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerogas (Chon, 2013, Duefias et al.
2016) y los valores obtenidos en el presente”trabajo son superiores a los
reportados por Huang et al. (2014) y Pajak et al. (2014), quienes obtuvieron 1.2,
3.0 y 4.87 mg EAG g de fenoles totales, respectivamente, en germinados de
Vigna radiata, mientras que Swieca et al. (2012) obtuvieron.4.87 mg EAG g™ de

fenoles totales en germinados de lenteja producidos bajo oscuridad.
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Figura 3. Contenido de fenoles totales de los germinados de frijol caupi.

Los resultados del estudio“de-los germinados biofortificados muestran que el
tratamiento T3 presentd un decremento de catequina con respecto al testigo,
por otro lado, el tratamiento T14 presentd un incremento de 80 % con respecto
al testigo (figura 4). Mientras,~en taninos hidrolizables, se presentaron entre
238 y 7. 49 mg g1 de "acido tanicoy donde los tratamientos T4 y T7
disminuyeron de 47.6 y 36.3 % respectivamente, con respecto al testigo (Figura
5).

Los taninos son compuestos polifendlicos que.se.encuentran ampliamente en
plantas superiores, que también son considerades antinutrientes, por lo tanto
los tratamientos con dosis de 15 mM L™ de FeSO, presentaron los valores mas
altos en taninos condensados, mientras que los T4 y F7\registraron menores
contenidos de taninos hidrolizables, y de acuerdo con Matuschek y Svanberg
(2002), podrian ser debidas a la activacion de enzimas endégenas como las

hidroxilasas y polifenoloxidasas cuya actividad aumenta durante la germinacion.
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Figura 5. Contenido de taninos hidrolizables de ‘s germinados de Vigna
unguiculata.

El acido fitico es un compuesto considerado antinutriente por su,capacidad de
formar complejos insolubles con proteinas y minerales como el K;*Ca, Mg, Fe y
Zn, sin embargo existen técnicas de procesamiento biolégico entré fos que se
encuentran los germinados que dan lugar a la desfosforilacion del fitato. En el
estudio se encontraron valores que oscilan entre 0.33 y 0.88 mg g'1 de_acido
fitico, cabe senalar que el tratamiento T16 presenté un decremento de 56 %"Con

respecto al testigo, mientras que el tratamiento T8 se incrementé 17 % con
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respecto al testigo, sin embargo no presenta diferencias significativas (P< 0.05)
entre los tratamientos y el testigo (figura 6).

De“acuerdo con Kummar et al. (2010), las semillas de Vigna unguiculata tienen
entret39 y 13.2 mg g'1 de &cido fitico, mientras que Sathe y Venkatachalam
(2002)‘indican que durante la germinacion se activa la enzima fitasa e inicia la
fosforilacidn que reduce hasta un 90 % del acido fitico cinco dias después de la
germinaciéont Jomando como referencia estos datos, los resultados concuerdan
con los obtenidoes en el presente estudio con FeSO,4 y ZnSO,, al mostrar una
reduccion de 77 % de’ acido fitico, valor inferior a lo reportado por Wei et al.

' de acido fitico con

(2012) que obtuvieron_valores minimos de 4.9 mg g
aplicaciones de 100 mg.L-*de ZnSO4, en germinados de arroz.

Por lo anterior, los valores“del presente estudio pueden ser menores por los
reportados debido a las diferentes tipos de cultivo en que se reportan. Sin
embargo, los resultados del presente trabajo indican que no se presentd
diferencia significativa entre-los tratamientos biofortificados y el testigo, por lo
tanto la baja concentracion/de acido fitico podria haber sido disminuido por el
proceso de germinacién y nojpor,la biofortificaciéon con Fe y Zn (Wei et al.

2013).

_1)

Acido Fitico (mg de AF g

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10T11T12T13T14 T15T16
Dosis de Zny Fe (mM L)

Figura 6. Contenido de acido fitico de los germinados de Vigna unguiculata.
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La deficiencia nutrimental provoca desordenes que afecta principalmente a
mujeres embarazadas y nifios, esta deficiencia se relaciona con la dieta de la
pablacién y a la falta de alimentos (Latham, 2002). En este sentido, las plantas
son la.principal fuente de minerales para la mayoria de la poblacion humana.
Los resultados del contenido mineral del germinado biofortificado con Fe y Zn
se muestran en la Figura 2 y en el Cuadro 3.

Las aplicaciones con Fe y Zn a los germinados de frijol caupi, afectaron el
contenido de NP, K, Ca y S (cuadro 3 y figura 7). EI N se increment6 2.3 %
con aplicacion de 10)mM de FeSO4, mientras que hubo un decremento de 6.1
% con aplicaciones de-15 mM de ZnSO, (figura 7A), por otra parte en las
interacciones se encontro«diferencias significativas (P>0.05) con incrementos de
0.5y 1 % en los tratamientos T14 y T10 respectivamente, con respecto al
testigo, mientras que los tratamientos T4, T8 y T11 presentaron decrementos de
hasta 8 % en comparacion con‘€l'testigo (cuadro 3).

Los germinados son alimentes fres€cos que se consumen como ensalada, son
facil de producir, y econdmicos, qué mejoran la calidad nutricional de las
semillas (Khattak et al., 2007)=En el¢presente estudio se encontr6 que el
contenido de N oscila entre 47.2 ¥52.0 g-kg:1 (4.7 y 5.2 %), por lo tanto, estos
valores se encuentran dentro del rango permitido (1.5 y 6.0 %) de la materia
seca de los cultivos, que varia segun la especiey1a edad de la planta (Favela
et al., 2006).

El P presentd un incremento de 7, 10.5 y 12 % en losstratamientos T5 T9 y T10
respectivamente, con respecto al testigo, mientras que los tratamientos T15,
T12 y T8 se presentaron decrementos de 8.7, 8.7 y 12 %.respectivamente, en
comparacioén con el testigo (cuadro 3), por otro lado, en los efectos principales,
la aplicacion de 15 mM de ZnSO4 presentd un decremento dey13.3 % y la
aplicaciéon de 10 mM de FeSO,4 incremento un 3 %, con respecto al testigo
(figura 7B) . La aplicacién de concentraciones elevadas de ZnSQO, interfiere en
la absorcion y translocacion del P, Ca y Fe, ademas de provocar desordenes
citolégicos en la planta (Cakmak, 2000; Khudsar et al., 2008).
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El contenido de K mostré un decremento que va desde 6 a 27 % con respecto
al testigo (Cuadro 3); mientras que el Ca expreso un incremento de 8 % con los
tratamientos T6, T13 y T16 y con los tratamientos T14, T10 y T9 el incremento
fue de-17, 17 y 25 % respectivamente, con respecto al testigo. Los efectos
simples.de.aplicacion de Zn mostré un decremento de 13 % bajo la dosis de 10
mM de ZnSQOy, y con aplicacion de FeSO4 el Ca presenté incrementos de 12, 24
y 26 % bajoas dosis de 5, 15 y 10 mM de FeSO,, respectivamente, en
comparacion con-€l testigo (figura 7D).

El contenido de S'hubo un incremento significativo en todas los tratamientos,
con valores que van desde el 15 hasta el 84 % con respecto al testigo, siendo el
tratamiento T16 con el mayor contenido (cuadro 3).

El contenido de Ca en los "germinados biofortificados con Fe y Zn tiene una
tendencia hacia incrementar dligeramente conforme se incrementa la dosis de
FeSQO4, este resultado contradice”a lo reportado por Przybysz et al. (2016),
quienes reportan un decremento de3.5 a 11.8 % con aplicaciones de 6 a 24 mg
L™ de FeSOQ,, sin embargo’sé incréntentd con la aplicacion de 36 mg L™, en
germinados de Vigna radiata:=“Por otro lado, al aplicar ZnSQ., el contenido de
Ca presentd una tendencia a disminuir mientras la dosis de aplicacion se fue
incrementando.

Estos resultados son inferiores a los reportados_por Zou et al. (2014), quienes
reportan un contenido de 3.32 g kg™ en aplicaciones de 10 a 100 ug mL™" de
ZnS0O4 en germinados de soya. En este sentido, unawreduccién en el contenido
de N, P, Ky Ca puede afectar en el contenido de proteina, acidos grasos,
vitaminas y antinutrientes de los germinados (Welch y Graham, 2005).
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Cuadro 3. Contenido mineral del germinado biofortificado con sulfato ferroso y

sulfato de zinc.

N P K Ca S Fe Zn

Tratamiento

(gkg™ (mg kg ™)
T1 51.5°¢ 57°¢ 1972 12cd 26' 36.3° 83.2°
T2 482N 56" 1767 10e 30" 389" 1133.0"'
T3 474% 56f 156" 10e 329 342° 2077.0"
T4 472" 539 169" 1.0e 3.0M 405" 2814.0 ¢
T5 50.4*° 6.3° 185° 12cd 34" 6850' 953.0°
T6 4869 5.8 9 16.79 13bc 35" 616.0/ 14940
T7 478" 53¢ 159" 1.1de 3.7° 4420" 2139.0°9
T8 473 500 17.07 11de 3.7° 3290' 2939.0°
T9 50.0° 691 P 188° 15a 4.1°% 123707 1151k
T10 52.02 6.4° 2839 14b 44° 1293.0¢% 113107
T11 4734 539 143%. 12cd 409 88209 24750°
T12 47.5) 53¢ 1707 J12cd 44° 7910M 33550°
T13 50.6 ¢ 5.9¢% 1829 48pbc 42° 1707.0° 671.0"
T14 51.8° 6.0 ¢ 1707 14D~ 44° 1840.0% 1165.0'
T15 4859 529 145 12cds42° 1279.0° 2616.0°
T16 478" 539 156 13bc 482 1354.0° 3594.02

*Valores con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales (P< 0.05).

T1= testigo
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El contenido de Fe en los germinados oscilaron entre 34 y 1840 mg Kg™, el
tratamiento T14 registré un incremento de 4968 %, en comparacion con el
testigo; sin embargo, el tratamiento T3 presentd un decremento de 5 % de Fe
en comparacion con el testigo (cuadro 3). Por otra parte, los resultados indican
que la‘concentracion de Fe fue afectada por la aplicacion de Zn, donde se

incrementd un 3 % con la aplicacion de 5 mM de ZnSOq (figura 8A).

Los resultados.muestran que la concentracion de Fe depende de las dosis de
aplicacion de Zn,de-acuerdo con Benavides-Mendoza (2002), la concentracion
y biodisponibilidad del Fe depende de la concentracién del Zn por lo que una
toxicidad por Zn inducesa una deficiencia de Fe a través de reducciones en la
sintesis de clorofila y degradacion de cloroplastos (Broadley et al. 2007). En
este sentido, se ha observado.que el transportador regulador de hierro 1y 3
(IRT1 e IRT3), pertenecientes a la\familia ZIP, presentan afinidad para acumular
Fe y Zn al interior de la célula vegetal (Guerinot, 2000; Lin et al., 2009; Waters y
Sankaran, 2011), de manefa_que la adicién de 10 y 15 mM L' de ZnSO4

posiblemente modificé la translocacionsdebFe en el germinado.

Aunado a lo anterior, Rama y Prasad (1999);“mencionan que el incremento de
Fe en los vegetales tiene una estrecha relacién, con la ferritina, proteina que
funciona como regulador de este elemento para“proteger a las plantas de los
efectos téxicos. De manera que Zielinska-Dawidziak (2012), concluyen que los
germinados de soya biofortificados con FeSO, son una fuente de ferritina

rentable para el complemento en la dieta humana.

Asimismo, el Zn, es un nutrimento esencial en plantas, animales y seres
humanos. En las plantas, la deficiencia de Zn reduce el crecimiento, la floracién
y la produccion de granos mientras que en los seres humanos, la deficiencia de
Zn se asocia con las complicaciones de la salud, incluyendo las deficiencias del
crecimiento fisico, el sistema inmunolégico y la capacidad de aprendizaje,
combinado con un mayor riesgo de infecciones, dafos en el ADN y el desarrollo

del cancer (Levenson y Morris, 2011 y Poblaciones et al. 2016).
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El contenido de Zn mostré valores que oscilan de 83 a 3594 mg kg™, siendo el
tratamiento T16 que present6 un incremento de 4219 %, en comparacion con el
testigo; mientras el Zn presenté valores que van desde 1526 a 2028 mg kg'1
con un-incremento de 9 a 33 % en las aplicaciones de FeSO; (figura 8B).

Las aplicaciones de ZnSO,4 muestran una tendencia a incrementar el mismo
elemento mientras las dosis fueron aumentando, que van desde 1133 a 3594
mg kg'1, el cualindica que por cada gramo de germinado se consume entre 1.3
y 3.5 mg de Zn gue representa el 11.33 a 23.9 % de Zn que se necesita ingerir
por dia, tomando €n euenta que la ingesta diaria recomendada por el Instituto
Nacional de Salud de UEUU va de 10 a 15 mg.

La tendencia del incremento del Zn en esta investigacion es similar a lo
reportado por Wei et al.(2012), quienes presentan un incremento de Zn en
germinados de arroz biofortificados, con valores que oscilan entre 29.7 y 139.8
mg kg™ con aplicaciones de 257a*250 mg L' de ZnSO,, Cabe resaltar que la
concentracion de Zn en los.germinados no se afecta por la presencia de Fe el
cual presentd incrementos/de 9.1 "a  32.8 %, con respecto al testigo, este
resultado es similar a lo reportado gor Przybysz et al. (2016), quienes
reportaron un incremento de Zn de 5.6 a 42:3.% en alfalfa (Medicago sativa L.).

Los resultados del presente estudig, indican que.una dosis creciente de FeSO4
en la solucion permite un aumento del mismos€élemento en los germinados
biofortificados, sin embargo estos valores son inferiores a los reportados por
Kujawska et al. (2016) y Zielinska-Dawidziak y Siger(2012), quienes obtuvieron
un contenido de 560 y 311.56 mg de Fe por 100 g _de materia seca en
germinados de soya con aplicacion de 20 mM de FeSOy4 respectivamente. Por
otro lado, los resultados obtenidos presentan la misma _téndencia a los
reportados por Zou et al. (2014), quienes mencionan un decremento en el
contenido de Fe al aplicar diferentes dosis de ZnSO;.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron’ que la
biofortificacion pudo incrementar significativamente (P<0.05) el contenido’de Fe

y Zn en los germinados de frijol caupi. De modo similar, se ha reportado_en
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varios estudios este efecto en otros germinados de leguminosas biofortificadas
(Lingyun et al., 2016; Przybysz et al., 2016).
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Figura 8. Contenido de<hierro y/zinc en los germinados de frijol caupi
biofortificados. A) Hierro, B)'zinc.
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VIl.- CONCLUSIONES

Deacuerdo a las variables respuesta, los tratamientos T2, T6, T10 y T14 fueron
los que obtuvieron mejores resultados por lo que, la biofortificacién de
germinados de Vignha unguiculata con sulfato ferroso y sulfato de zinc afecto el
rendimientof la capacidad antioxidante y el contenido mineral. Por lo tanto se
concluye quer~ademas de consumir germinados ricos en minerales, al
biofortificarlos se-Obtiene un producto con antioxidantes, fitoquimicos y una baja

concentracion de aciderfitico.
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VII.- ANEXOS

Anexol.- Curva de calibracion de Trolox para cuantificacion de capacidad
antioxidante
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Anexo 2.- Curva de calibracion de*fenolestotales con acido galico
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Anexo 3.- Curva de calibracién con acido tanico para taninos hidrolizables

0.3 -
y = 0.0012x + 0.1454
< 0,25, -
[
S 02 -
=
20,15 -
[
(48]
2 01 -
2
< 0.05 -
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

concentracion (mg L1)

Anexo 4.- Curva de calibracién-con catequina para taninos condensados
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nexo 5.
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Capacidad antioxidante y fitoquimicos de los germinados de
Vigna unguiculata (L.) Walp biofortificados con hierro y zinc
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