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RESUMEN. Se estudiaron los cambios inducidos por la germi-
nacién en los contenidos de fitatos, oligosacaridos, proteina cru-
da aminoécido y riboflavina de frejol negro y blanco, lenteja,
garbanzo y arveja. Para ello, las semillas se germinaron en obs-
curidad a 25 C y 85 %HR durante 72 horas, habiendose remo-
jado previamente por 12 horas en una solucién de hipoclorito
de sodio a una concentracién de 50 ppm., evaluindose la
capacidad germinativa mediante mediciones del largo del hi-
pocolito y epicolito y porcentaje de semillas germinadas. Luego
se molieron y secaron por liofilizacién para los anilisis qui-
micos. El proceso de germinacién provocd un aumento signi-
ficativo en el contenido de proteina cruda y una reduccién tam-
bién significativa de los niveles de fitatos. Estos cambios se
atribuyeron a un aumento de la actividad de proteasas y de la
enzima fitasa. En efecto, esta dltima estaria produciendo la
solubilizacién de los fitatos, liberando proteina soluble y mine-
rales. Se produjo también un reduccién significativa de los
oligisacéridos de la flatulencia, la que también se explicé por un
aumento en la concentracién de la enzima-galactosidasa. Se
encontré que las semillas germinadas presentaron un contenido
superior de la mayoria de los aminodcidos, aunque este cambio
fue variable. Las semillas germinadas presentaron mayores
contenidos de riboflavina que las mismas sin germinar . Final-
mente, la germinacién redujo los contenidos de cenizas y ma-
teria grasa. Los hallazgos reportados se determinaron en todas
las legumbres estudiadas, aunque ambos cultivares de frejol
mostraron una mayor respuesta a los cambios bioquimicos
investigados.

INTRODUCCION

Las estadisticas de FAO (1) muestran a Chile como
uno de los paises de América Latina con mayor disponi-
bilidad de leguminosas por habitante, estimandose un
consumo anual entre 8 a 13 kg per cépita. Este iltimo es
mis importante en la poblacién rural de menores ingre-
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SUMMARY. Nutritional changes caused by germination of
staple Chilean legumes. The changes promoted by germination
on phytates, oligosaccharides, crude protein, aminoacids and
riboflavin contents of black and white cultivars of beans, lentils,
chickpeas and peas, were studied. Seeds germination was
carried out in darkness at 25° C and 85 % RH during 72 hours,
previously soaked overnight in a solution of sodium hypo-
chloride at a concentration of 50 ppm. Germination capacity
was assessed by determinig hypocotyl and epicotyl lengths and
percent of sprouted seed. The seeds were milled and freeze-
dried for the chemical analysis. Germination promoted a
significant increase in crude protein content and reduction also
significant in phytates levels . These changes were attributed to
an increase of proteases and phytase activities. In fact, this
enzyme would make a solubilization of phytates and would
release soluble protein and minerals. A significant reduction of
flatulence oligosaccharides took place, which was also

* explained by an increase of alfa-galactosidase concentration.
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Sprouted seeds showed a higher content of almost all aminoacid
than crude legmes, although this change was variable.
Significant incréase of riboflavin was also found . Finally,
germination decreased ashes and fat contents. These findings
were determined in all legumes, although both cultivars of
beans showed a higher response to the biochemical changes.

sos, la cual dependiendo de la especie participa con el
32% al 68% de la produccién nacional (2), dedicando en
promedio el 35% de la cosecha para el autoconsumo
familiar. :

A pesar de la significativa contribucién de las legu-
minosas a la ingesta calérica-proteica de los sectores de
bajos recursos, estas presentan una variedad de factores
antinutricionales que causan respuestas fisiolégicas y
nutricionales adversas en el hombre y animales (3). Algu-
nos antinutrientes no son alterados por los procedimientos
culinarios e industriales tradicionales; este es el caso de
los fitatos y oligosacdridos que permanecen en el grano
luego de la preparacion (4, 5).
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El 4cido fitico (mioinositol hexafosfato) representa el
54% al 80% del fésforo total en las leguminosas (6). Al
pH natural de estos alimentos, el 4cido fitico forma com-
plejos insolubles con iones di- y trivalentes y con las pro-
teinas, reduciendo significativamente la biodisponibilidad
de ellas y de los minerales esenciales para la nutricion
(7,8). La enzima fitasa capaz de hidrolizar estos compues-
tos se encuentra en muy bajas concentraciones en el grano
maduro; asimismo el organismo humano carece de esta
enzima (9). )

Junto al almidén, los oligosacdridos de la familia de
la rafinosa constituyen la principal fuente de carbohidra-
tos en las leguminosas. Estos dltimos son galactésidos
alfa 1-6 responsables de los trastornos gastrointestinales
producidos luego del consumo de estos alimentos. En este
caso, la enzima alfa-galactosidasa responsable de la hi-
drolisis de estos azilicares también es limitante (10,11).

Diversos autores han postulado qué durante la germi-
nacién de las semillas aumenta la concentracién de la ma-
yoria de las enzimas que actian sobre compuestos alma-
cenados y los transforman en energia y en nutrientes
esenciales para el desarrollo de la nueva pléntula (5). Hsu
et al (12) y Eskin y Wiebe (4) reportaron un incremento
significativo de la enzima fitasa con la consiguiente libe-
racién de f6sforo inorgénico e inositol. Por su parte,
Aman (13) y Labaneiah y Luh (14) encontraron cambios
importantes en el contenido de estaquiosa y rafinosa
durante la germinacién de frejoles y chicharo, lo que se
atribuy0 a un aumento en la concentracién de la enzima
alfa-galactosidasa. i

Chen y Thacker (15) y El-Hag et al (16) también re-
portaron aumentos en las reservas de nitrégeno proteico y
especificamente de algunos aminodcidos por efecto de la
germinacién de leguminosas. Cambios en los contenidos
de vitaminas como 4cido ascérbico y riboflavina también
son descritos en la literatura (17).

En este trabajo se estudiaron los cambios ocurridos en
los contenidos de fitatos, oligisacaridos, aminoacidos y
vitaminas por efecto de la germinacién de la leguminosas
de consumo tradicional en Chile.

MATERIALES Y METODOS

Materias Primas
Se utilizaron semillas de frejol negro (Phaseolus vul-
garis var. Orfeo), frejol blanco (Phaseolus vulgaris var.

Tértola), lenteja (Lens esculenta var. Centinela), garban-
zo (Cicer arietinum var. California), arveja (Pisum sati-
vum var. Botdnica), cosecha 1990, todas procedentes del
Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), San-
tiago.

Proceso de Germinacion

Los ensayos de germinacién a nivel de laboratorio se
llevaron a cabo en placas Petri recubiertas con gasa estéril
humedecida con una solucién de 50 ppm de hipoclorito
de sodio, en donde se depositaron los granos de legumi-
nosas previamente remojados durante 12 hr en una solu-
cién similar. La germinacion se realizé durante 72 hr en
una cdmara obscura a una tempertura de 25¢ C y humedad
relativa promedio de 80 %. Para los andlisis quimicos, los
granos se germinaron en bandejas de malla plastica de 40
x 30 cm recubiertas con tela porosa esterilizada y mante-
nidas a las mismas condiciones ambientales del labora-
torio. Durante el proceso de germinacién, los granos se
asperjaron diariamente con la solucién de hipoclorito de
sodio.

Evaluacién de la germinacion

La capacidad de germinacién de las leguminosas se
determind mediante porcentaje de granos germinados y
medicion del largo del epicotilo e hipocotilo, de acuerdo a
la metodolégia descrita por Hsu et al (12). Ademds, se
monitored diariamente el aspecto de los granos y el desa-
rrollo de aromas extrafios por inspeccién visual y olfativa;

~ asimismo, se controlé la absorcién de agua por cambio de

peso. Al término del proceso, las muestras se homoge-
neizaron y se diluyeron en buffer fosfato para récuento de
bacterias aerobias meséfilas en agar Standard Plate Count
(SPC) y de mohos y levaduras en agar papa:dextrosa, a
las condiciones estindares del APHA (18).

Andlisis quimico

Los granos de leguminosas germinados y liofilizados
se molieron hasta una granulometria de 0.75 mm y se so-
metieron a andlisis quimico de proteina (Nx6.25), materia
grasa, cenizas, riboflavina y humedad, segin los métodos
estandares de la AOAC (19). Los perfiles de aminodcidos
se determinaron en un analizador Beckmann, realizando-
se previamente una hidrolisis alcalina para determinar el
contenido de triptfano. Los anélisis de aminoacidos fue-
ron realizados en el Laboratorio de la Industria Degussa,
Hanau, Alemania.

La extraccion de oligosacdridos se llevé a cabo por el
método de Macrae y Zand-Moghaddam (20). La determi-
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naci6n se realizé por cromatografia liquida de alto rendi-
miento (HPLC), usando una columna de Spherisorb-NH2
(250x5 mm i.d) en una fase mévil constituida por una
mezcla de acetonitrilo: agua (72:28 v/v). Para el anélisis,
las muestras se desgrasaron previamente en éter de
petréleo en un rango de temperatura de 50° C'y 60° C.

Para el andlisis de fosforo fitato, total e inorgénico se
us6 el método de Mohamed y col (21), adaptandose la
extraccién segiin Burton y col (22).

Andlisis estadistico

Para el anélisis estadistico, los resultados se ordena-
ron en un disefio de bloques completamente aleatorizados
de estructura simple con tres repeticiones experimentales,
usandose el test de F a una significancia del 95% para de-
tectar las diferencias significativas entre los tratamientos
(23).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas de germinaciéon

En la Tabla 1 se observa que el fréjol fué la legumi-
nosa que presenté las mejores caracteristicds de germina-
cién. En efecto, los largos de hipocotilo obtenidos para
las dos variedades estudiadas difirieron significativamen-
te de los de las otras especies, aunque la variedad Orfeo

de fréjol negro fué la que presentd el mayor valor para
este pardmetro de germinacién. No se detectaron diferen-
cias significativas entre las leguminosas estudiadas para
el largo de epicotilo. La arveja fué la especie con mayor
capacidad de germinacién bajo las condiciones de este
estudio, siendo estadisticamente comparable solamente
con la lenteja, la que a su vez no difirié significativamen-
te con las otras especies para este indicador de la germi-
nacién. Al compararse los valores obtenidos para los dife-
rentes pardmetros de germinacién en su conjunto, se en:
contré que estos fueron menores a los encontrados por
otros autores para arveja y soya. Estas diferencias podrian
atribuirse a la variabilidad entregada por el cultivar y por
las condiciones ambientales. La cinética del crecimiento
axial en la germinacién de leguminosas es directamente
dependiente de la temperatura y humedad, aunque la pro-
babilidad de contaminacién microbiana también aumenta
a mayores temperaturas (5, 12). Por otra parte, aunque la
cloracién del agua es necesaria para controlar el desarro-
llo microbiano, también influye en reducir el crecimiento
axial (12). Sin embargo, esta es absolutamente necesaria
ya que una de las mayores limitantes para alcanzar una
aplicacién efectiva del proceso de germinacién es la con-
taminacién microbiana. En este estudio, la dosis de hipo-
clorito de sodio empleada fué adecuada para lograr ese
objetivo-microbioldgico, ya que no se detect$ crecimiento
de mohos y levaduras ni desarrollo de aromas extraiios
durante la germinacion.

TABLA 1
CARACTERISTICAS DE GERMINACION DE LEGUMINOSAS DE CONSUMO
HABITUAL EN CHILE *

Leguminosa Hipacotilo Epicotilo " Germinacién

(cm) (cm) (%)
Frejol blanco 3.2a 1.0ab : 80a
Frejol negro 3.5a 1.0ab 80a
Lenteja 2.8ab 0.5b 85ab
Garbanzo 2.5b 1.5a 80a
Arveja 2.5b 1.0ab 90b

*: Las letras mindsculas indican diferencias significativas verticales (p < 0.05)

Composicién proximal de legumbres germinadas
La Tabla 2 ilustra los cambios ocurridos en la compo-
sicién proximal de las leguminosas estudiadas por efecto

de la germinacién. A excepci6n de lenteja y garbanzo, el

contenido de nitrégeno total expresado como proteina
cruda experiment6 un aumento significativo en todas las
leguminosas luego de 3 dias de germinaci6n. Este efecto
fué notorio en la arveja y en las dos variedades del frejol,

en las cuales se determiné un aumento en el contenido
original de nitrégeno total que fluctud entre 4% y 6%.
Los cambios en la proteina cruda observados en este estu-
dio han sido también reportados por otros autores, atribu-
yendosele a un desdoblamiento de la estructura proteica
en compuestos mds simples, asi como a un aumento en
las sintesis de compuestos nitrogenados (15, 24).
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En la Tabla 2 se aprecia igualmente una disminucién
en los contenidos de cenizas y materia grasa, lo que tam-
bién ha sido reportado por Vanderstroep (17). Como se
discutird més adelante, durante la germinacién ocurre una
solubilizacién de los fitatos, la que probablemente podria
estar acompaitada de una mayor absorcién de los minera-

les esenciales que estaban secuestrados por €sos com-
puestos fosforados. Ademds, pudo haber ocurrido una
lixiviacién de minerales durante el proceso, especialmen-
te de potasio. La reduccién en el contenido de materia
grasa también se atribuiria a una mayor utilizacién de los
acidos grasos por la nueva plantula.

TABLA 2
CONTENIDO DE PROTEINAS, CENIZAS Y MATERIA GRASA DE LEGUMINOSAS

ANTES Y DESPUES DEL PROCESO DE GERMINACION (g/100g mat.seca)*.

Leguminosa Proteina Cenizas Materia Grasa
Sin germinar

Frejol blanco 23.7a 3.50a 3.49a
Frejol negro 28.6a 4.18a 3.25a
Lenteja 24.9a 2.53a 1.51a
Garbanzo 19.2a 3.32a 7.09a
Arveja 23.7a 3.35a 2.02a
Germinadas

Frejol blanco 29.3b 3.19 2.47b
Frejol negro 31.3b 4.01a 1.08b
Lenteja 24.9a 2.44a 0.56b
Garbanzo 19.8a 2.98b 6.48a
Arveja 28.4b 2.86b 1.29

* : Las letras mindsculas indican diferencias significativas entre tratamiento de germinacién (p < 0.005)

Cambios en los fitatos y oligosacdridos

En la Tabla 3 se presentan los valores de fésforo fita-

to, fésforo inorginico y fésforo total obtenidos para las
cinco especies de leguminosas estudiadas. Se observa en
todas ellas una clara disminucién del contenido de fitatos
correlacionada a un aumento de fésforo inorgénico. Di-
versos autores coinciden en sefialar que durante las etapas
iniciales de la germinacién de las semillas se produce una
‘utilizacién de las diferentes sustancias almacenadas, de
forma de proporcionar sustratos y energia a los diversos
procesos de crecimiento (12, 14, 25). Eskin y Wiebe (4)
demostraron que esta utilizacién es posible gracias al
aumento que se produce en la concentracién de la mayo-
ria de las enzimas, entre las cuales estaria la fitasa. La
caida en el contenido de los fitatos ha sido reportado por
varios autores en diversas especies de leguminosas y
gramineas germinadas (8, 25, 26, 27). En la Tabla 3
también se observa que la lenteja fué la legumbre que
presentd el menor contenido relativo de P-fitato, sin
embargo, el nivel de fésforo total determinado para esta
“especie fué también significativamente inferior que para

las otras leguminosas.

Como se report6 previamente, durante la germinacion
se producen cambios cualitativos y cuantitativos en la
mayoria de los constituyentes quimicos de la semilla,
principalmente a través de una aceleracién de la cinética
de algunas reacciones hidroliticas causadas por enzimas.
Segin se aprecia en la Tabla 4, en este trabajo también se
detectaron diferencias significativas en los contenidos de
oligosacéridos de las leguminosas germinadas al compa-
rarseles con los granos sin germinar, observindose una
clara disminucién en rafinosa y estaquiosa, ambos azica-
res responsables de la flatulencia en los granos de esta
familia vegetal. Este cambio fué mayor en las dos varie-
dades de fréjol estudiadas y significativamente menor en
la lenteja. Esto estaria indicando una dependencia directa
entre el contenido de sustrato originalmente presente en el
grano y su utilizacién por la enzima alfa-galactosidasa, la
que de acuerdo a Labanieah y Luh (8) también se encon-
trarfa entre los compuestos bioquimicos que experimen-
tan un aumento importante en su concentracién durante la
germinacién. Cambios similares en el contenido de los
oligosacéridos de la flatulencia en leguminosas germina-
das han sido reportados por Rao y Belavady (28) y Price
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TABLA 3
CONTENIDO DE FOSFORO DE LEGUMINOSAS ANTES Y DESPUES DEL
PROCESO DE GERMINACION {mg/g mat. seca)*

Leguminosa P Inorgénico P-Fitato Pi Total
Sin germinar

Frejol blanco 0.25a 3.3a 6.6a
Frejol negro 0.33a 4.3a 6.1a
Lenteja 0.24a 3.1a 4.1a
Garbanzo 0.28a 3.9a S5.1a
Arveja 0.25a 3.9a 5.4a
Germinadas

Frejol blanco 0.74b 2.7b 6.2a
Frejol negro 0.94b 2.1b 6.0a
Lenteja 1.03b 1.5b 4.3a
Garbanzo 0.94b . 2.2b 5.2a
Arveja 0.91b 3.4a 5.3a

*: Las letras mintsculas indican diferencias significativas entre tratamientos de germinacién (p < 0.005)

y col (29). Finalmente, se observé un leve aumento en la
concentracién de sacarosa de todas las leguminosas
estudiadas.

Cambios en aminodcidos y riboflavina

Diversos autores concuerdan en sefialar que el mate-
rial proteico en la semilla se encuentra almacenado como
proteina de reserva (15, 24). Durante la germinacién ocu-
rre una transformacion de esta ultima en compuestos ni-

trogenados simples que luego son utilizados por la nueva
pléntula en nuevas sintesis de proteinas (30). Estos
hallazgos justifican los aumentos en proteina cruda dis-
cutidos anteriormente, asi como del Nitrégeno no protei-
co y del contenido total de aminoécidos ilustrados en la
Tabla 5. Aunque no siempre significativo, todas las legu-
minosas estudiadas experimentaron un aumento en el
contenido de la mayoria de los aminoéaciados. Sin em-
bargo, el modelo aminoacidico resultante después del

TABLA 4
CONTENIDO DE OLIGOSACARIDOS DE LEGUMINOSAS ANTES Y DESPUES DEL

PROCESO DE GERMINACION {g/100g mat. seca)*

Leguminosa Sacarosa Estaquiosa Rafinosa
Sin germinar

Frejol blanco 4.30a 5.30a 0.73a
Frejol negro 4.52a 5.43a 0.60a
Lenteja 3.38a 1.82a 0.38a
Garbanzo 2.96a 2.94a 0.43a
Arveja- 2.58a 2.12a 0.74a
Germinadas

Frejol blanco 4.65a 0.45b 0.27b
Frejol negro 4.90b 0.56b 0.18b
Lenteja 3.66a 0.20b 0.12b
Garbanzo 3.06a 0.28b 0.20b
Arveja 2.88a 0.22b 0.29b

*: Las letras minudsculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de gerndinacién {(p <0.05)
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proceso de germinacidn fué diferente para cada una de las
leguminosas, observandose los mayores cambios en frejol
y arveja. Esto estaria indicando que la utilizacién de com-
puestos nitrogenados es diferente en cada una de las
diferentes especies de leguminosas. En efecto, estudiando
los cambios producidos por la germinacién en habas,
Youssef et al (31) encontraron que este proceso provoca
modificaciones en el modelo electroforético de las
proteinas de esta leguminosa, Pareciera ser que las
diferencias en el material nitrogenado fueron producto no
solamente del aumento en la concentracién de proteasas
que se produjo por efecto de la germinacién de las
semillas, sino también de la hidrolisis de los fitatos repor-
tada anteriormente, ya que segln Cheryan (7) estos
compuestos fosforados también son capaces de secuestrar
material proteico de carga positiva.

Ademas de los cambios sefialados, la germinacion
provocé aumentos significativos en los contenidos de ri-
boflavina de todas las leguminosas estudiadas (Tabla 6).
Los mayores cambios se produjeron en frejol y arveja,
llegando incluso a duplicarse los valores iniciales de esa
vitamina. Los resultados obtenidos siguieron la misma
tendencia reportada por Vanderstroep (17) y Segal y col
(30) quienes sugieren que al aumento no solamente ocu-
rre en riboflavina, sino también en 4cido ascérbico y
betacaroteno. Estos autores explican este fenémeno en e]
hecho que la germinacién determina una movilizacién de
las reservas de la semilla, ya que en esta etapa la nueva

~ plantula requiere de una mayor cantidad de sustancias

biologicamente activas para que participen en el intenso
metabolismo que caracteriza a este proceso.

TABLA 6
CONTENIDO DE RIBOFLAVINA EN LEGUMINOSAS ANTES Y DESPUES
DEL PROCESO DE GERMINACION (mg/100g materia seca)*

b — .}

Leguminosa Sin Germinar Germinadas
Frejol blanco 0.3890a 0.5689b
Frejol negro 0.3845a 0.7794b
Lenteja 0.3339a 0.4634b
Garbanzo 0.2007a 0.3194b
Arveja 0.2543a 0.5029b

*: Las letras minisculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

CONCLUSIONES

Las leguminosas se encuentran entre los componentes
mds importantes de la dieta basica de un amplio segmento
de la poblacién de menores recursos de América Latina.
Entre las especies-para consumo humano cabe senalar la
contribucién del frejol a la satisfaccion de las necesidades
caléricas y proteicas de la mayorfa de la poblacién de
Brasil y de los pafses de Centrodmerica. Aunque en los
dltimos cinco aiios, el consumo de leguminosas en Chile
ha disminuido notoriamente en comparacién a los valores
histéricos, estas contindan ocupando un lugar importante
en la dieta de los sectores més pobres. El deterioro gene-
ral en el consumo de alimentos experimentado en el dlti-
mo quinquenio en los quintiles de menores ingresos ha
suscitado el interés de varias organizaciones agroalimen-
tarias para mejorar el cultivo y promover el consumo de
leguminosa en los sectores rurales de extrema pobreza de
las tierras de secano de la Zona Centro-Sur del pafs. Dado

el lugar importante que estos granos pueden ocupar en la
dieta de familias nutricionalmente vulnerables, se hace
imprescindible diseiiar tecnologias simples y de bajo
costo que contribuyan a optimizar el valor nutritivo de las
especies. En este trabajo se demostré que la germinacién
es una tecnologia que cumple con esas caracteristicas,
pudiendo con ella conseguir reducciones significativas de
componentes antinutricionales dificiles de eliminar por la
simple cocci6n, asi como aumentar los niveles de nu-
trientes limitantes que se consideran esenciales para la
nutricién. Sin embargo, debido a los diversos cambios
bioquimicos ocurridos durante este proceso no se descarta
la ocurrencia de otras reacciones quimicas, tanto bené-
ficas como indeseables que es necesario investigar antes
de proceder a la transferencia a los grupos metas. Asi-
mismo, en futuros estudios se hace necesario comprobar
el efecto del proceso de germinacién en la disponibilidad
de proteinas e hierro mediante estudios biol6gicos con
animales de laboratorio.
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